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Г л а в а 1 
ТЕХНИКА Л А Б О Р А Т О Р Н Ы Х Р А Б О Т 
О с н о в н ы е п р а в и л а техники л а б о р а т о р н ы х р а б о т н е о б х о д и м о 
у с в о и т ь в начале специализации д л я т о г о , ч т о б ы и з б е ж а т ь в 
дальнейшем о ш и б о к , а значит , искаженных р е з у л ь т а т о в и в ы в о ­
д о в . О б ъ е м п р а к т и к у м а не п о з в о л я е т п о д р о б н о о с т а н а в л и в а т ь ­
ся на всех разделах техники л а б о р а т о р н ы х р а б о т , д а д и м лишь 
с а м ы е н е о б х о д и м ы е сведения , п р а в и л а и рекомендации. 
1 . 1 . Т Р Е Б О В А Н И Я К П О М Е Щ Е Н И Ю Л А Б О Р А Т О Р И И 
Помещение л а б о р а т о р и и д о л ж н о б ы т ь д о с т а т о ч н о п р о с т о р ­
ным и с в е т л ы м . С р е д н я я н о р м а п л о щ а д и на о д н о г о р а б о т а ю щ е ­
го в л а б о р а т о р и и с о с т а в л я е т о к о л о 14 м^. 
В комнатах л а б о р а т о р и и нужны б о л ь ш и е окна для х о р о ш е г о 
освещения днем. В е ч е р н е е о с в е щ е н и е (не меньше 300 лк) д о л ж ­
но о б е с п е ч и в а т ь с я п о т о л о ч н ы м и лампами , а также и с т о ч н и к а м и 
с в е т а на р а б о ч и х м е с т а х . Р а б о ч е е м е с т о с л е д у е т о с в е щ а т ь с б о -
*<У ( л у ч ш е с левой с т о р о н ы ) или с п е р е д и от р а б о т а ю щ е г о . Наи­
лучший вариант — с к р ы т ы е лампы д н е в н о г о с в е т а , р а с п о л о ж е н ­
ные спереди от р а б о т а ю щ е г о . Н е о б х о д и м о и з б е г а т ь затемнения 
р а б о ч е г о м е с т а м е б е л ь ю . 
Помещения л а б о р а т о р и и д о л ж н ы б ы т ь защищены о т в и б р а ­
ции, п о с к о л ь к у она н а р у ш а е т р а б о т у аналитических в е с о в и 
оптических п р и б о р о в . 
В помещениях с л е д у е т о б е с п е ч и в а т ь д о с т а т о ч н у ю в е н т и л я ­
цию. Вблизи о т л а б о р а т о р и и не д о л ж н о б ы т ь и с т о ч н и к о в за ­
грязнения в о з д у х а (котельных , д ы м о в ы х т р у б и др . ) во и з б е ж а ­
ние порчи п р и б о р о в и р е а к т и в о в . 
1 . 2 . О С Н О В Н О Е Л А Б О Р А Т О Р Н О Е О Б О Р У Д О В А Н И Е 
О б о р у д о в а н и е д л я х и м и к о - б и о л о г и ч е с к и х л а б о р а т о р и й м о ж ­
но п о д р а з д е л и т ь на о б щ е е и специальное , з а в и с я щ е е о т п р о ф и л я 
р а б о т л а б о р а т о р и и . О с т а н о в и м с я лишь на п е р в о м . 
О с н о в н а я э к с п е р и м е н т а л ь н а я р а б о т а в л а б о р а т о р и я х п р о в о ­
дится на р а б о ч и х с т о л а х . К о н с т р у к ц и и с т о л о в б ы в а ю т р а з н ы е 
и зависят о т х а р а к т е р а р а б о т ы . К ним ж е л а т е л ь н ы в ы с о к и е 
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т а б у р е т ы . Химические с т о л ы должны б ы т ь покрыты инертным 
пластиком, у стойчивым к д е й с т в и ю кислот и щ е л о ч е й . К с т о л а м 
о б ы ч н о подведены э л е к т р и ч е с т в о и вода . 
Лля р а б о т ы с летучими или я д о в и т ы м и соединениями, а так­
же для сжигания органических в е щ е с т в в л а б о р а т о р и и н е о б х о ­
дим вытяжной шкаф. Концентрированные к и с л о т ы и л е г к о в о с ­
пламеняющиеся в е щ е с т в а также д о л ж н ы х р а н и т ь с я в специаль­
ном вытяжном шкафу. 
Л а б о р а т о р и я должна иметь о б о р у д о в а н и е д л я получения ди­
стиллированной или деминерализованной воды, помещение для 
мойки п о с у д ы с ванной, в о д о н а г р е в а т е л е м и сушильным шка­
фом. 
В л а б о р а т о р и и обязательно д о л ж н ы б ы т ь е м к о с т и для с л и в а 
ненужных, о т р а б о т а н н ы х р а с т в о р о в и реактивов е м к о с т ь ю 1 5 -
20 л из полиэтилена или д р у г и х антикоррозионных м а т е р и а л о в . 
Э т и емкости по мере наполнения в ы в о з я т с я в специальные хра­
нилища. Н е о б х о д и м ы также м у с о р н ы е бачки и корзины. При­
б о р ы , т р е б у ю щ и е стационарной установки , л у ч ш е размещать в 
отдельном помещении. Лля аналитических в е с о в с л е д у е т о б о ­
р у д о в а т ь специальную в е с о в у ю комнату , где в е с ы должны быть 
защищены от с о л н е ч н о г о с в е т а и вибрации. 
П о с у д а , реактивы, п р и б о р ы , л а б о р а т о р н о е о б о р у д о в а н и е 
хранятся в л а б о р а т о р н ы х шкафах. У д о б н ы настенные шкафы, 
а также полки для справочников и специальной л и т е р а т у р ы . 
В кгиждой л а б о р а т о р и и должны быть с р е д с т в а п о ж а р о т у ш е ­
ния и индивидуальной з а щ и т ы — о г н е т у ш и т е л и , емкости с пес­
ком, а с б е с т о в о е одеяло , резиновые сапоги и фартук, защитные 
очки, р е с п и р а т о р ы , резиновые перчатки, деревянный ш е с т с 
к р ю ч к о м . 
На видтюм месте должна находиться аптечка с н е о б х о д и м ы м 
н а б о р о м медикаментов и препаратов , таких как мазь от ожо ­
гов , 3%-ный раствор б и к а р б о н а т а натрия ( п р о т и в кислотных 
о ж о г о в ) , 1%-ный р а с т в о р уксусной кислоты ( о т щелочных о ж о ­
гов ) , этиловый спи})т, настойка йода, ж г у т , п л а с т ы р ь , перевя­
зочные с р е д с т в а , вода , мензурка для капель, нашатырь , с е р д е ч -
}1ыс средства . 
1 . 3 . Т Е Х Н И К А Б Е З О П А С Н О С Т И 
П Р И Р А Б О Т Е В Л А Б О Р А Т О Р И И 
Перед началом р а б о т ы в л а б о р а т о р и и н е о б х о д и м о ознако­
миться с правила.ми техники б е з о п а с н о с т и и р а с п и с а т ь с я в кни-
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r e и н с т р у к т а ж а . И м е ю т с я о б щ и е п р а в и л а р а б о т ы в л ю б о й ла­
б о р а т о р и и . 
При всех р а б о т а х н е о б х о д и м о с о б л ю д а т ь о с т о р о ж н о с т ь и 
быть внимательным. Н а д о х о р о ш о знать с в о й с т в а в е щ е с т в , с 
к о т о р ы м и п р о в о д я т с я р а б о т ы , и п р а в и л а п о л ь з о в а н и я п р и б о р а ­
ми. Р а б о ч е е м е с т о д о л ж н о б ы т ь ч и с т ы м , с в о б о д н ы м , не з а г р о ­
можденным п р е д м е т а м и , ненужными в р а б о т е . Н а д о в ы р а б о ­
тать в с е б е привычку у б и р а т ь р а б о ч е е м е с т о в конце р а б о т ы и 
в с е г д а с о д е р ж а т ь его в ч и с т о т е . 
П р о л и т ы е ж и д к о с т и или р а с с ы п а н н ы е реактивы д о л ж н ы б ы т ь 
б ы с т р о с о б р а н ы и о б е з в р е ж е н ы , а п о в е р х н о с т ь с т о л а п р о м ы т а 
в о д о й и д о с у х а в ы т е р т а . 
Нельзя п о л ь з о в а т ь с я в опытах грязной п о с у д о й . К у р е н и е и 
прием пищи в л а б о р а т о р и и з а п р е щ а ю т с я ! 
П р и р а б о т е в х и м и ч е с к о й л а б о р а т о р и и надо т в е р д о у с в о и т ь 
с л е д у ю щ и е п р а в и л а . 
Никакие в е щ е с т в а в л а б о р а т о р и и п р о б о в а т ь на вкус нельзя. 
Если н е о б х о д и м о п о н ю х а т ь газ или пары ж и д к о с т и , х р а н я щ е й с я 
в банке или с о с у д е , не с л е д у е т п о д н о с и т ь их близко к лицу р а б о ­
т а ю щ е г о , а легкими движениями направить в о з д у х от г о р л ы ш к а 
или о т в е р с т и я с о с у д а к н о с у . 
При п р о в е д е н и и к а к о й - л и б о реакции нельзя д е р ж а т ь с о с у д 
о т в е р с т и е м к с е б е или д р у г и м р а б о т а ю щ и м . 
П е р е д п р о в е д е н и е м о п ы т а надо х о р о ш о у я с н и т ь его с м ы с л и 
п р о д у м а т ь х о д выполнения. 
В с е р а б о т ы , связанные с выделением в р е д н ы х , п а х н у щ и х па­
ров и газов , н е о б х о д и м о п р о в о д и т ь т о л ь к о в в ы т я ж н ы х шкафах 
с опущенными д в е р ц а м и . П р е д в а р и т е л ь н о с л е д у е т п р о в е р и т ь 
р а б о т у в ы т я ж н о г о шкафа. 
В с л у ч а е нарушения вентиляции в в ы т я ж н о м шкафу в с е ра­
б о т ы , связанные с выделением вредных в е щ е с т в и г а з о в , н а д о 
немедленно п р е к р а т и т ь , а помещение п р о в е т р и т ь . 
Нельзя и с п о л ь з о в а т ь с т е к л я н н у ю п о с у д у , е сли и м е ю т с я т р е ­
щины, сколы, щ е р б и н ы . При о б р а б о т к е с т е к л а напильником 
с л е д у е т с м о ч и т ь его в о д о й , ч т о б ы стеклянная пыль не п о п а л а 
в глаза. В с т а в л я я с т е к л я н н у ю т р у б к у в резиновый ш л а н г или 
пробку , с м о ч и т е их п р е д в а р и т е л ь н о в о д о й или г л и ц е р и н о м , а 
руку о б м о т а й т е полотенцем . Э т о п р е д о х р а н и т вас о т т я ж е л ы х 
травм . 
Т о н к о с т е н н у ю к о л б у надо з а к р ы в а т ь п р о б к о й , д е р ж а ее за 
г орл ышко ближе к м е с т у , куда в с т а в л я е т с я п р о б к а . Б о л ь ш и е 
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химические стаканы и колбы с ж и д к о с т ь ю м о ж н о поднимать и 
переносить только двумя руками так, ч т о б ы о т о г н у т ы е края 
стакана опирались на б о л ь ш о й и указательный пальцы. Нельзя 
п е р е н о с и т ь и поднимать б у т ы л и с р а с т в о р а м и и реактивами, 
д е р ж а их за г о р л ы ш к о . Н а д о о б я з а т е л ь н о по ;1держивать их ру­
кой снизу . 
С о в р е м е н н ы й эксперимент немыслим без п р и б о р о в и у с т а н о ­
вок. П е р е д р а б о т о й с ними с т у д е н т обязан п р о ч н о у с в о и т ь прин­
ципы д е й с т в и я п р и б о р а и о с н о в н ы е правила о б р а щ е н и я с ним. 
Не о с т а в л я й т е п р и б о р ы и установки , н а х о д я щ и е с я п о д напря 
жениехМ, без н а б л ю д е н и я . С л е д и т е за заземлением (занулением) 
п р и б о р о в . 
При использовании э л е к т р о н а г р е в а т е л ь н ы х п р и б о р о в следи­
те за с о с т о я н и е м удлинительных ш н у р о в и контактов . П о д в о д я ­
щие п р о в о д а должны б ы т ь х о р о ш о изолированы. Н а г р е в а т е л ь ­
ные п р и б о р ы у с т а н а в л и в а ю т вдали от л е г к о в о с п л а м е н я ю щ и х с я 
п р е д м е т о в , на подставке из н е г о р ю ч и х м а т е р и а л о в (керамика, 
а с б е с т и д р . ) . 
При р а б о т е с о сжиженными или т в е р д ы м и газами с л е д у е т 
п о л ь з о в а т ь с я защитными очками. При р а б о т е с жидким кисло ­
р о д о м на с т о л е не должно б ы т ь л е г к о в о с п л а м е н я ю щ и х с я мате ­
риалов . С л е д у е т избегать и контакта к и с л о р о д а с п о р и с т ы м и 
м а т е р и а л а м и , маслами , жирами. Ж и д к и е азот и к и с л о р о д в 
о б ъ е м а х б о л е е 0,5 л можно хранить т о л ь к о в металлических с о ­
судах Л ь ю а р а . 
Р а б о т а со с ж а т ы м и газа.ми т р е б у е т о с о б о г о внимания и о с т о ­
рожности . С ж а т ы е газы хранятся в специальных стальных бал­
лонах определенного (для каждого газа) цвета с с о о т в е т с т в у ю ­
щей маркировкой . Б а л л о н ы д о л ж н ы быть прикреплены к стен­
ке или с т о л у специальными х о м у т а м и вдали от нагревательных 
п р и б о р о в и систем отопления. Баллоны, наполненные газом, 
должны быть оснащены р е д у к т о р о м с проверенными маноме ­
трами или коническими вентилями для понижения давления га­
за на выходе . Р а б о т а т ь с неисправным р е д у к т о р о м запрещено . 
Вентиль баллона с л е д у е т о т к р ы в а т ь медленно , н а х о д я с ь в с т о ­
роне от него или редуктора . П о с л е о т б о р а газа из б а л л о н а его 
вентиль надо плотно закрыть .Нельзя у д а р я т ь по п у с т ы м или на-
полненны.м баллонам молотком , гаечным к л ю ч о м или д р у г и м и 
предметами во избежание взрыва. 
Из баллонов нельзя выпускать весь газ. О с т а т о ч н о е давление 
в баллоне должно быть 1 - 1.5 атм. 
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1 , 4 . Х И М И Ч Е С К И Е Р Е А К Т И В Ы И П Р Е П А Р А Т Ы 
Р а б о т а в б и о л о г и ч е с к и х л а б о р а т о р и я х в с е г д а с в я з а н а с и с ­
пользованием различных реактивов и п р е п а р а т о в . 
По с в о е м у назначению они д е л я т с я на о б щ е п о т р е б и т е л ь н ы е 
и специальные. К о б щ е п о т р е б и т е л ь н ы м реактивам , з а п а с к о т о ­
рых и м е е т с я в каждой б и о х и м и ч е с к о й л а б о р а т о р и и , о т н о с я т с я 
к и с л о т ы ( с о л я н а я , серная , а з о т н а я ) , щ е л о ч и (едкий н а т р и ка­
лий, р а с т в о р а м м и а к а ) , окиси кальция и б а р и я , р я д с о л е й , ин­
д и к а т о р ы . 
Специальные реактивы п р и м е н я ю т с я с р а в н и т е л ь н о редко и 
только для определенных р а б о т . 
По ч и с т о т е реактивы д е л я т с я на х и м и ч е с к и ч и с т ы е ( х . ч . ) , чи­
с т ы е для анализа (ч .д .а . ) и ч и с т ы е (ч . ) . Л л я р е а к т и в о в каждой 
из этих категорий у с т а н о в л е н о д о п у с т и м о е с о д е р ж а н и е приме­
сей. 
С ц е л ь ю экономии р е а к т и в о в п р и г о т о в л я т ь р а с т в о р ы нужно 
т о л ь к о в к о л и ч е с т в е , н е о б х о д и м о м для р а б о т ы . 
На всех е м к о с т я х с реактивами о б я з а т е л ь н ы этикетки или 
надписи с указанием названия, степени ч и с т о т ы , м о л е к у л я р н о г о 
в е с а и с р о к а хранения или п р и г о т о в л е н и я . 
Л о р о г и е и редкие реактивы хранят , как п р а в и л о , о т д е л ь н о от 
о б щ и х . 
При взятии реактива из банки или д р у г о й т а р ы с л е д у е т и з б е ­
гать загрязнения их с о д е р ж и м о г о . Лля э т о г о и с п о л ь з у ю т с я чи­
стые ф а р ф о р о в ы е ложки или шпатели. Если реактив с л е ж а л с я 
при хранении, т о верхний слой в банке р а з р ы х л я ю т стеклянной 
палочкой . М е т а л л и ч е с к и е шпатели или скальпели п р и м е н я т ь 
для э т о й цели не р е к о м е н д у е т с я . 
При взвешивании с у х и х реактивов нельзя н а с ы п а т ь их п р я м о 
на чашку в е с о в . 
Банки с г и г р о с к о п и ч е с к и м и в е щ е с т в а м и д о л ж н ы б ы т ь г е р м е ­
тизированы при хранении, для чего их пробки з а л и в а ю т пара ­
фином. 
Реактивы, р а з л а г а ю щ и е с я под д е й с т в и е м с в е т а , х р а н я т в тем­
ных склянках, к о т о р ы е л у ч ш е по.местить в к а р т о н н у ю к о р о б к у . 
Если Б т а р е о с т а л о с ь м а л о реактива , т о его с л е д у е т п е р е с ы п а т ь 
в т а р у меньшего о б ъ е м а с ( ю д о б р а н н о й крышкой или п р о б к о й . 
Р я д реактивов и б и о п р е п а р а т о в б ы с т р о р а з л а г а е т с я при ком­
натной т е м п е р а т у р е и п о э т о м у их хранят в х о л о д и л ь н и к е или 
г о р о 3 и Ji ь и о й камере . 
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О с о б ы х условий хранения т р е б у ю т о г н е о п а с н ы е реактивы — 
эфиры, спирты (метиловый, э т и л о в ы й и д р . ) , у г л е в о д о р о д ы 
(бензин, петролейный э ф и р ) , а р о м а т и ч е с к и е соединения (бен­
зол, т о л у о л , ксилол , ацетон) . Н а р а б о ч е м м е с т е д о л ж н о хра­
ниться лишь н е б о л ь ш о е , н е о б х о д и м о е для р а б о т ы , к о л и ч е с т в о 
этих веществ . Р а б о т а т ь с ними можно т о л ь к о вдали от огня и 
нагревательных п р и б о р о в . О г н е о п а с н ы е и л е г к о в о с п л а м е н я ю ­
щиеся в е щ е с т в а хранятся в н е с г о р а е м о й т а р е или шкафу, о б ш и ­
т о м железом изнутри, в помещении с х о р о ш е й вытяжной венти­
ляцией. 
Нельзя с о в м е с т н о хранить реактивы, с п о с о б н ы е при взаимо ­
действии в о з г о р а т ь с я или выделять б о л ь ш о е к о л и ч е с т в о тепла 
(металлический натрий или калий с б р о м о м и й о д о м ) . С и л ь н ы е 
окислители (перекись в о д о р о д а , б е р т о л е т о в у соль , перманганат 
калия и др . ) нельзя хранить в м е с т е с в о с с т а н о в и т е л я м и (углем , 
с е р о й , к р а х м а л о м и д р . ) . 
Я д о в и т ы е реактивы д о л ж н ы иметь с о о т в е т с т в у ю щ у ю этикет ­
ку и храниться в запираемом шкафу. 
1 . 5 . Х И М И Ч Е С К А Я П О С У Д А 
И Д Р У Г И Е П Р И Н А Д Л Е Ж Н О С Т И 
По назначению п о с у д у можно разделить на посуду о б щ е г о 
назначения, специального назначения и м е р н у ю . 
П о с у д а о б щ е г о назначения н е о б х о д и м а для б о л ь ш и н с т в а ра­
б о т и всегда имеется в л а б о р а т о р и и . Э т о пробирки, воронки 
п р о с т ы е и делительные, колбы плоскодонные, стаканы, кристал ­
лизаторы, конические колбы ( Э р л е н м е й е р а ) , колбы Бунзена, х о ­
лодильники, реторты. 
Специальная п о с у д а применяется только для какой-то опре ­
деленной цели, например: аппарат Киппа, аппарат С о к с л е т а , 
приборы для определения плотности , молекулярного в е с а и д р . 
К .мерной посуде о т н о с я т : мерные цилиндры и мензурки, п р о ­
бирки, пипетки, б ю р е т к и и мерные колбы. 
1 . 5 . 1 . Посуда общего назначения 
Пробирки б ы в а ю т разной величины и д и а м е т р а и из различ­
ного стекла. Лля р а б о т , т р е б у ю щ и х нагревания д о высоких 
температур , пробирки изготавливают из т у г о п л а в к о г о с т е к л а 
или кварца. И м е ю т с я также градуированные и центрифужные 
конические пробирки. 
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П р о б и р к и и с п о л ь з у ю т с я при а н а л и т и ч е с к и х или м и к р о х и м и ­
ческих р а б о т а х . О б ъ е м реагентов в п р о б и р к е не д о л ж е н пре ­
вышать 1/4 ее о б ъ е м а . С ы п у ч и е в е щ е с т в а в н о с я т в п р о б и р к у с 
п о м о щ ь ю ш п а т е л я или с о в о ч к а из кальки или б у м а г и ш и р и н о й 
немного м е н ь ш е д и а м е т р а п р о б и р к и , а д л и н о й в п р о б и р к у . 
Р е а к т и в ы , н а л и т ы е в п р о б и р к у , п е р е м е ш и в а ю т , д е р ж а ее в 
левой руке и у д а р я я указательным пальцем п р а в о й руки по ни­
зу п р о б и р к и . Е с л и п р о б и р к а заполнена ж и д к о с т ь ю б о л ь ш е , ч е м 
наполовину , ее с о д е р ж и м о е п е р е м е ш и в а ю т стеклянной п а л о ч ­
кой. Нельзя з а к р ы в а т ь п р о б и р к у пальцем и в с т р я х и в а т ь ее с о ­
д е р ж и м о е . 
При с и л ь н о м нагревании с о д е р ж и м о г о п р о б и р к и о т к р ы т ы й 
ее конец д о л ж е н б ы т ь п о в е р н у т в с т о р о н у о т р а б о т а ю щ е г о . 
Е с л и не т р е б у е т с я с и л ь н о г о н а г р е в а , п р о б и р к у с н а г р е в а е м о й 
ж и д к о с т ь ю м о ж н о п о м е с т и т ь на в о д я н у ю б а н ю с о ш т а т и в о м д л я 
п р о б и р о к или о п у с т и т ь в стакан с г о р я ч е й в о д о й . 
Воронки с л у ж а т д л я переливания и фильтрации ж и д к о с т е й . 
В о р о н к и для фильтрации и м е ю т у г о л 60^ и срезанный длинный 
конец. П р и переливании ж и д к о с т и ч е р е з в о р о н к у в к о л б у , б у ­
тыль или д р у г у ю е м к о с т ь не с л е д у е т наполнять в о р о н к у д о кра­
ев; п е р и о д и ч е с к и ее надо слегка п р и п о д н и м а т ь , ч т о б ы в ы х о д и л 
в о з д у х из б у т ы л и , Е щ е л у ч ш е п е р е д п е р е л и в а н и е м в л о ж и т ь м е ­
жду в о р о н к о й и г о р л ы ш к о м б у т ы л и к у с о ч е к фольги , и т о г д а в 
емкости не б у д е т с о з д а в а т ь с я в ы с о к о е давление . 
Плоскодонные колбы и с п о л ь з у ю т с я д л я п р и г о т о в л е н и я и х р а ­
нения р а с т в о р о в . И з г о т а в л и в а ю т с я из о б ы ч н о г о или т е р м о ­
с т о й к о г о к в а р ц е в о г о стекла . Б ы в а ю т р а з л и ч н о г о о б ъ е м а , ино ­
гда со шлифом на г о р л е . 
Конические колбы, ( Э р л е н м е й е р а ) и с п о л ь з у ю т с я д л я анали­
тических р а б о т , приготовления и хранения р а с т в о р о в . Б ы в а ­
ю т различной е м к о с т и , с н о с и к о м , у з к о г о р л ы е и ш и р о к о г о р л ы е . 
Н е к о т о р ы е с н а б ж е н ы п р и т е р т о й п р о б к о й . 
Колбы Бупзена для отбрасывания п р и м е н я ю т с я в тех с л у ч а ­
ях , когда ф и л ь т р о в а н и е в е д у т с и с п о л ь з о в а н и е м в а к у у м - н а с о с а . 
Э т и к о л б ы и м е ю т в верхней ч а с т и т у б у с , к о т о р ы й ч е р е з п р е д о ­
х р а н и т е л ь н у ю склянку с о е д и н я ю т с в а к у у м - н а с о с о м . В г о р л о 
колбы в с т а в л я е т с я в о р о н к а с ф и л ь т р о м , укрепленным в резино ­
вой п р о б к е . К о л б ы Бунзена д о л ж н ы б ы т ь без т р е щ и н и царапин, 
так как они м о г у т б ы т ь причиной в з р ы в а к о л б ы при р а з р е ж е ­
нии давления в н у т р и нее. Л л я б е з о п а с н о с т и при р а б о т е к о л б у 
Вупзена л у ч ш е о б е р н у т ь полотенцем . 
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/ к р и с т а л л и з а т о р ы — с т е к л я н н ы е п л о с к о д о н н ы е с о с у д ы раз­
личных д и а м е т р о в и емкостей , в ы с о т о ю 5 - 1 0 см . П р и м е н я ю т ­
ся для перекристаллизации в е щ е с т в , выпаривания и в других 
целях. Н а г р е в а т ь их можно т о л ь к о на водяной бане , 
Хояодиль71ики—приборы, применяемые для охлаждения и 
конденсации паров . 
Х о л о д и л ь н и к и , предназначенные для с о б и р а н и я конденсата , 
н а з ы в а ю т с я прямыми или н и с х о д я щ и м и , а холодильники , из ко­
т о р ы х конденсат в о з в р а щ а е т с я в п р о ц е с с — о б р а т н ы м и . 
Прямой холодильник Л и б и х а ч а с т о применяется в л а б о р а ­
т о р н о й р а б о т е . Он с о с т о и т из длинной стеклянной т р у б к и , один 
конец к о т о р о й р а с ш и р я е т с я . Т р у б к а пропущена ч е р е з стеклян­
н у ю р у б а ш к у с д в у м я отводками на концах. О д и н из них (у 
узкого конца ф о р ш т о с а ) с о е д и н я ю т с в о д о п р о в о д н ы м краном, а 
д р у г о й с л у ж и т для с т о к а воды. В о д а в холодильнике д о л ж н а 
д в и г а т ь с я н а в с т р е ч у парам о х л а ж д а е м о й ж и д к о с т и . Х о л о д и л ь ­
ная р у б а ш к а д о л ж н а б ы т ь целиком заполнена в о д о й . П е р е г о ­
нять ж и д к о с т ь , и с п о л ь з у я холодильник Л и б и х а , можно т о л ь к о , 
когда т е м п е р а т у р а ее паров не превышает 150^С. 
О б р а т н ы е холодильники м о г у т быть шариковыми или змее-
виковыми, в з а в и с и м о с т и от формы холодильной т р у б к и . Таким 
о б р а з о м , увеличивается п о в е р х н о с т ь охлаждения и д о с т и г а е т с я 
б о л е е полная конденсация паров . 
Фарфоровая посуда б о л е е прочная , чем стеклянная, не б о и т с я 
с и л ы { о г о нагревания. О б ы ч н о и с п о л ь з у ю т с я ф а р ф о р о в ы е ста ­
каны различных емкостей , чашки для выпаривания разного диа­
метра , ступки, ф а р ф о р о в ы е тигли, воронки Б ю х н е р а , ложки и 
шпатели. 
Кварцевая посуда также находит применение в л а б о р а т о р н о й 
практике. Ее о с о б е н н о с т ь ю является т е р м о с т о й к о с т ь . П о с у д а 
из кварца инертна к б о л ь ш и н с т в у химических в е щ е с т в , в ы д е р ­
живает т е м п е р а т у р у д о 1200°С, не боится резкого охлаждения . 
Из кварца и з г о т о в л я ю т различные колбы, стаканы, выпарива-
тельные чашки, тигли и т.д. 
Посуда из полиэтилена, фторопласта и других пластиков так­
же ч а с т о используется в л а б о р а т о р н о м о б и х о д е . О н а легкая, 
прочная, химически стойкая. Ч а щ е всего и с п о л ь з у ю т с я флако­
ны и промывалки из полиэтилена, воронки, мензурки, центри­
фужные пробирки из него. В п о л и э т и л е н о в у ю п о с у л у можно 
наливать горячие р а с т в о р ы с те .мпературой до 200^С. 
Иедоста.тко.м полиэтиленовой посуды является с п о с о б н о с т ь 
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прочно а д с о р б и р о в а т ь а з о т н у ю и с о л я н у ю к и с л о т ы . О т м ы т ь о т 
них п о л и э т и л е н о в у ю п о с у д у д о в о л ь н о т р у д н о . 
1,5.2. Посуда специального назначения 
Колбы Кьельдаля и м е ю т г р у ш е в и д н у ю ф о р м у и у д л и н е н н о е 
г о р л о . Е м к о с т ь их о б ы ч н о о т 300 д о 800 мл. И з г о т а в л и в а ю т ­
ся из т у г о п л а в к о г о и т е р м о с т о й к о г о стекла . И с п о л ь з у ю т с я д л я 
определения а з о т а по К ь е л ь д а л ю . 
Колбы для дистилляции с л у ж а т д л я перегонки ж и д к о с т е й . 
Н а и б о л е е р а с п р о с т р а н е н ы к о л б ы В ю р ц а . Э т о к р у г л о д о н н ы е 
колбы с длинным г о р л о м , и м е ю щ и м у з к у ю о т в о д н у ю т р у б к у , 
к о т о р а я м о ж е т б ы т ь р а с п о л о ж е н а на т о м или ином р а с с т о я н и и 
от ш а р а к о л б ы . К о л б у у к р е п л я ю т в ш т а т и в е , с о е д и н я ю т с х о л о ­
дильником и приемником, н а л и в а ю т в нее ч е р е з в о р о н к у ( н о с и к 
воронки д о л ж е н б ы т ь ниже у р о в н я о т в о д н о й т р у б к и ) ж и д к о с т ь 
для перегонки на 3 /4 о б ъ е м а , з а к р ы в а ю т п р о б к о й с т е р м о м е ­
т р о м и н а г р е в а ю т на бане или плите через а с б е с т . 
Эксикаторы п р и м е н я ю т с я для в ы с у ш и в а н и я м а т е р и а л а и с о ­
хранения в е щ е с т в , п о г л о щ а ю щ и х в л а г у из в о з д у х а , а также д л я 
вакуум-инфильтрации р а с т в о р о в в растения . С т е к л я н н а я крыш­
ка э к с и к а т о р а п р и т е р т а к в е р х н е м у цилиндру . Э к с и к а т о р ы б ы ­
в а ю т обыкновенные и в а к у у м н ы е , и м е ю щ и е краник. М о ж н о с о ­
единять э к с и к а т о р с в а к у у м н ы м н а с о с о м и с о з д а в а т ь в н у т р и 
разрежение , с п о с о б с т в у ю щ е е в ы с у ш и в а н и ю м а т е р и а л а , храня­
щ е г о с я в нем. 
П р и т е р т ы е ч а с т и э к с и к а т о р а д о л ж н ы б ы т ь с м а з а н ы вазели­
ном или в а к у у м н о й смазкой . В н у т р ь э к с и к а т о р а над д н о м ци­
линдра п о м е щ а ю т ф а р ф о р о в у ю вкладку . В к а ч е с т в е п о г л о т и ­
телей в э к с и к а т о р е и с п о л ь з у ю т б е з в о д н ы й х л о р и с т ы й кальций, 
силикагель и ф о с ф о р н ы й а н г и д р и д — с а м ы й с и л ь н ы й п о г л о т и ­
тель в о д ы . К о н и ч е с к у ю ч а с т ь э к с и к а т о р а з а п о л н я ю т п о г л о т и ­
телем примерно на т р е т ь в ы с о т ы . 
Лля поглощения в о д ы м о ж н о и с п о л ь з о в а т ь и с е р н у ю к и с л о т у , 
но лишь тогда , когда ее пары не в з а и м о д е й с т в у ю т с м а т е р и а л о м 
в э к с и к а т о р е . 
В а к у у м - э к с и к а т о р при разрежении д о л ж е н б ы т ь д л я б е з о п а с ­
ности закрыт полотенцем или специальным ф у т л я р о м из ж е с т и 
или фанеры. В п у с к а т ь в о з д у х в э к с и к а т о р п о д в а к у у м н у ж н о 
понемногу , избегая с и л ь н о й с т р у и . 
Крышку э к с и к а т о р а легко о т к р ы т ь , с д в и н у в ее в с т о р о н у . 
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Хлоркальциевые трубки и с п о л ь з у ю т с я для предохранения 
различных веществ и р а с т в о р о в о т попадания в них п р и м е с е й из 
в о з д у х а ( С О 2 , паров в о д ы и д р . ) . Б ы в а ю т п р я м о й и U - о б р а з н о й 
формы. Л л я предохранения титрованных р а с т в о р о в щ е л о ч е й о т 
попадания СО^ и с п о л ь з у ю т пробки с х л о р к а л ь ц и е в ы м и т р у б к а ­
ми, наполненными натронной и з в е с т ь ю ; от попадания п а р о в во ­
ды п р е д о х р а н я ю т т р у б к и с прокаленным х л о р и с т ы м кальцием 
или ф о с ф о р н ы м а н г и д р и д о м . 
Л л я наполнения прямой х л о р к а л ь ц и е в о й т р у б к и ш а р о о б р а з ­
н у ю ч а с т ь ее с н а ч а л а з а п о л н я ю т ватой , а затем н а с ы п а ю т по­
г л о т и т е л ь в мелких гранулах д о у р о в н я 1 - 2 с м о т верхнего края 
т р у б к и . Н а с л о й п о г л о т и т е л я к л а д у т с л о й в а т ы и з а к р ы в а ю т 
т р у б к у п р о б к о й , в к о т о р у ю в с т а в л е н а стеклянная т р у б о ч к а . П о ­
г л о т и т е л ь и вату не с л е д у е т очень п л о т н о н а б и в а т ь в х л о р к а л ь -
ц и е в у ю т р у б к у . Ее с о д е р ж и м о е надо менять не реже , чем один 
раз в б месяцев . 
Х л о р к а л ь ц и е в у ю т р у б к у п р и с о е д и н я ю т к с о с у д а м или титро -
вальным б ю р е т к а м резиновой т р у б к о й . 
1 . 5 .3 . М е р н а я посуда и дозаторы 
М е р н а я п о с у д а и с п о л ь з у е т с я д л я измерения о б ъ е м а жидко­
сти . 
Мерные цилиндрн б ы в а ю т разной емкости : от 5 мл д о 2 л и 
б о л е е . На наружной стенке цилиндры и м е ю т деления, указы­
в а ю щ и е о б ъ е м в миллилитрах . О б ъ е м ж и д к о с т и в цилиндре 
и з м е р я ю т по нижнему мениску. 
Мензурки конической ф о р м ы и м е ю т деления на наружной б о ­
ковой стенке. И с п о л ь з у ю т с я для измерения о б ъ е м а м у т н ы х 
жидкостей , когда о с а д о к концентрируется в нижней ч а с т и мен­
зурки. 
Пипетки с л у ж а т для т о ч н о г о о т м е р и в а н и я определенного 
о б ъ е м а ж и д к о с т и . О б ы ч н ы е пипетки ( М о р а ) п р е д с т а в л я ю т с о ­
б о ю т р у б к и с расширением посредине и о т т я н у т ы м нижним кон­
цом. 
Б верхней их части имеется метка, д о к о т о р о й н а б и р а ю т жид­
кость . О б ъ е м таких пипеток от I д о 100 мл. Ч а с т о и с п о л ь з у ю т 
градуированные пипетки с ценой деления 0 ,1 мл. Ж и д к о с т ь в 
пипетку в т я г и в а ю т ртом или резиновой г р у ш е й и н а б и р а ю т на 
2 - 3 см выше метки, п о с л е чего медленно с п у с к а ю т д о метки по 
нижнему мениску и з а к р ы в а ю т указательным пальцем. 
12 
Дозаторы постепенно з а м е н я ю т пипетки в л а б о р а т о р н о й 
практике. Они п о з в о л я ю т н а б и р а т ь о п р е д е л е н н ы й о б ъ е м р а с ­
т в о р о в с б о л ь ш е й т о ч н о с т ь ю , р а б о т а с ними б о л е е п р о и з в о д и ­
тельна, и, наконец, они гигиеничны. 
В ы п у с к а ю т с я д о з а т о р ы с п о с т о я н н ы м и п е р е м е н н ы м о б ъ е м а ­
ми, о б е с п е ч и в а ю щ и м и д о з и р о в а н и е в ш и р о к о м д и а п а з о н е о т 2 
д о 5000 мкл. Д о з а т о р ы с п е р е м е н н ы м о б ъ е м о м и м е ю т в с т р о е н ­
ный в о л ю м е т р , о б е с п е ч и в а ю щ и й индикацию о б ъ е м о в . 
К д о з а т о р а м п р и л а г а ю т с я к о м п л е к т ы к о н у с н ы х наконечни­
ков , к о т о р ы е и з г о т о в л е н ы из различных п л а с т и к о в : п о л и э т и ­
лена, полипропилена , п о л и в и н и л д е н ф т о р и д а и д р . 
В н е к о т о р ы х д о з а т о р а х и м е е т с я в с т р о е н н ы й в ы т а л к и в а т е л ь 
наконечников, п р е д о х р а н я ю щ и й р а б о т а ю щ е г о от контакта с т ок ­
сичными или р а д и о а к т и в н ы м и р а с т в о р а м и . 
О б ъ е м ж и д к о с т и , к о т о р ы й нужно взять д о з а т о р о м , у с т а н а ­
вливается п о в о р о т о м к а л и б р о в о ч н о г о в о р о т к а , с о е д и н е н н о г о с 
в о л ю м е т р о м , в направлении уменьшения значений в о л ю м е т р а . 
П е р е д р а б о т о й наконечник н а д е в а е т с я на д о з а т о р п о в о р о т ­
ным движением по ч а с о в о й с т р е л к е . З а т е м с л е д у е т н а ж а т ь кноп­
ку д о з а т о р а д о п е р в о г о у п о р а и, д е р ж а д о з а т о р в е р т и к а л ь н о , 
п о г р у з и т ь наконечник в ж и д к о с т ь на 2 - 3 с м . П о с т е п е н н о о т п у с ­
кая кнопку, н а б р а т ь ж и д к о с т ь в пипетку и в ы н у т ь наконечник 
из ж и д к о с т и примерно ч е р е з 1 - 2 с . С л и в а т ь ж и д к о с т ь п л а в н о 
в течение 2 - 3 с, нажимая кнопку д о з а т о р а д о п е р в о г о у п о р а , 
п р и к а с а я с ь наконечником к стенке с о с у д а . О с т а т к и ж и д к о с т и 
в наконечнике у д а л и т ь б ы с т р ы м н а ж а т и е м кнопки д о в т о р о г о 
у п о р а . Е с л и операция о т б о р а п р о б ы о д н о к р а т н а , м о ж н о с б р а ­
с ы в а т е л е м у д а л и т ь и с п о л ь з о в а н н ы й наконечник. Е с л и д о з а т о р 
не имеет с б р а с ы в а т е л я , т о , снимая о д н о й р у к о й наконечник, на­
д о д р у г о й рукой д е р ж а т ь д о з а т о р близко к наконечнику. 
Л л я правильной р а б о т ы и с о х р а н н о с т и д о з а т о р а н е о б х о д и м о 
с о б л ю д а т ь с л е д у ю щ и е п р а в и л а : 
1) не н а б и р а т ь ж и д к о с т ь в д о з а т о р без наконечника; 
2 ) п о л ь з о в а т ь с я наконечниками т о л ь к о д л я с о о т в е т с т в у ю щ е г о 
вида д о з а т о р а ; 
3) не д о п у с к а т ь г о р и з о н т а л ь н о г о п о л о ж е н и я д о з а т о р а с ж и д ­
к о с т ь ю при р а б о т е ; 
4) не нажимать резко кнопку д о з а т о р а при р а б о т е ; 
5) п е р е д р а б о т о й о п о л о с н у т ь наконечник и з м е р я е м о й ж и д к о ­
с т ь ю ; 
6) не д о п у с к а т ь падения или у д а р о в д о з а т о р а . 
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Правильность р а б о т ы д о з а т о р о в п р о в е р я ю т 2 - 3 раза в месяц 
с п о м о щ ь ю г р а в и м е т р и ч е с к о г о теста , взвешивая на аналитиче ­
ских весах в стеклянном стаканчике п р о б ы д и с т и л л и р о в а н н о й 
воды, взятые д о з а т о р о м . Результаты п р о в е р о к у д о б н о записы­
вать в к о н т р о л ь н у ю т е т р а д ь , о б р а з е ц записи п р и в о д и т с я ниже. 
Лля расчета погрешности т о ч н о с т и и п о в т о р я е м о с т и д о з и р о в о к 
необходимо взвесить не менее 10 п р о б . 
З а п и с ь р е з у л ь т а т о в п р о в е р к и д о з а т о р о в 
Н о м е р П о к а з а н и я М а с с а т а р ы М а с с а в о д ы , 
д о з а т о р а с ч е т ч и к а и в о д ы , г м г 
1 8 6 1 20 м к л 3 1 Д 2 7 ( т а р а ) 
3 1 , 1 4 9 2 2 
3 1 , 1 7 4 2 5 
3 1 , 2 0 4 3 0 
С р е д н е е 25 ± . . . 
По результатам взвешивания о п р е д е л я ю т п о г р е ш н о с т ь т о ч ­
ности дозировки по ф о р м у л е : 
А^, = ^—^ • 100%, 
•Со 
где X — - ^ " - i ^ : , , го — номинальное значение; Х{ — замеренное 
значение; п — ч и с л о измерений. 
П о г р е ш н о с т ь п о в т о р я е м о с т и находят по формуле : 
X у п-\ 
Бюретки, применяемые при титровании или для измерения 
точных о б ъ е м о в , б ы в а ю т нескольких типов. В биохимических 
л а б о р а т о р и я х чаще и с п о л ь з у ю т о б ъ е м н ы е б ю р е т к и и м и к р о б ю ­
ретки. 
Обвемные бюретки б ы в а ю т с притертым краном и б е с к р а н о ­
вые с оттянутым концом, к к о т о р о м у присоединяют р е з и н о в у ю 
т р у б к у с о стеклянной бусинкой внутри или металлическим за­
жимом, и трубку с капилляром на конце. На наружной стенке 
бюретки имеются деления в 0,1 мл. 
14 
в б ю р е т к и с краном м о ж н о н а л и в а т ь в с е ж и д к о с т и , к р о м е ще­
лочей, к о т о р ы е м о г у т в ы з в а т ь заедание п р и т е р т о г о крана. Л л я 
р а б о т ы со щ е л о ч а м и и с п о л ь з у ю т б е с к р а н о в ы е б ю р е т к и . П е р е д 
заполнением б ю р е т к у с л е д у е т о п о л о с н у т ь р а б о ч и м р а с т в о р о м 
д в а - т р и раза. 
Б ю р е т к у з а п о л н я ю т ж и д к о с т ь ю ч е р е з в о р о н к у с к о р о т к и м 
концом, не д о х о д я щ и м д о нулевой о т м е т к и б ю р е т к и . Б ю р е т к а 
п о л н о с т ь ю д о л ж н а б ы т ь заполнена р а с т в о р о м о т носика кра­
на д о н у л е в о г о деления. В о т в о д н о й ч а с т и б ю р е т к и не д о л ж н о 
быть пузырьков в о з д у х а . Л л я э т о г о н и ж н ю ю ч а с т ь б ю р е т к и 
о п у с к а ю т в стакан с р а б о ч е й ж и д к о с т ь ю и ч е р е з верхний конец 
медленно в с а с ы в а ю т ее с п о м о щ ь ю резиновой г р у ш и в б ю р е т к у . 
К о г д а в капилляре или кончике б ю р е т к и нет пузырьков в о з д у х а , 
б ю р е т к у з а п о л н я ю т р а с т в о р о м н е м н о г о выше нулевой о т м е т к и , 
в ы н и м а ю т из нее воронку и о к о н ч а т е л ь н о у с т а н а в л и в а ю т у р о ­
вень ж и д к о с т и в б ю р е т к е на нулевой о т м е т к е . У р о в е н ь ж и д к о ­
сти прозрачных р а с т в о р о в у с т а н а в л и в а ю т по нижнему м е н и с к у , 
непрозрачных — по верхнему . Б ю р е т к а д о л ж н а б ы т ь закрепле ­
на в штативе с т р о г о вертикально . П р и о т с ч е т е показаний глаз 
должен б ы т ь на у р о в н е мениска . О т с ч е т показаний на б ю р е т к е 
д е л а ю т не ранее чем через 30 с п о с л е окончания т и т р о в а н и я . 
М и к р о б ю р е т к и , в о т л и ч и е о т о б ы ч н ы х , и м е ю т г р а д у и р о в к у 
0,01 мл, ч т о д а е т в о з м о ж н о с т ь д е л а т ь о т с ч е т ы с б о л ь ш е й т о ч н о ­
с т ь ю . 
Р а с т в о р ы в б ю р е т к а х не хранят ! 
П о с л е р а б о т ы б ю р е т к у с л е д у е т т щ а т е л ь н о п р о м ы т ь в о д о й и 
о с т а в и т ь в ш т а т и в е о т к р ы т ы м концом вниз. И з б е г а т ь попада ­
ния пыли в б ю р е т к у . Кран из б ю р е т к и нужно в ы н у т ь , о б е р н у т ь 
ф и л ь т р о в а л ь н о й б у м а г о й и з а т е м в с т а в и т ь назад в б ю р е т к у . Пе ­
ред р а б о т о й кран м о ж н о с м а з а т ь тонким с л о е м вазелина . 
Мерные колбы с л у ж а т д л я разбавления различных р а с т в о р о в 
до определенного о б ъ е м а и д л я р а с т в о р е н и я в е щ е с т в а в о п р е д е ­
ленном о б ъ е м е р а с т в о р и т е л я . Э т о п л о с к о д о н н ы е к о л б ы р а з л и ч ­
ной емкости . Ч а с т о и м е ю т п р и ш л и ф о в а н н ы е стеклянные или п о ­
л и э т и л е н о в ы е п р о б к и . М о г у т з а к р ы в а т ь с я и р е з и н о в ы м и п р о б ­
ками, если р а с т в о р в к о л б е х и м и ч е с к и не в з а и м о д е й с т в у е т с ре ­
зиной. 
На г о р л е колбы имеется кольцевая метка , а на к о л б е указана 
ее е м к о с т ь в м и л л и л и т р а х при о п р е д е л е н н о й т е м п е р а т у р е . 
В о д у или д р у г и е ж и д к о с т и н а л и в а ю т в м е р н у ю к о л б у д о 
уровня 0,5 - 1 см ниже метки, а п о т о м по каплям д о тех п о р , пока 
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нижний мениск не д о с т и г н е т ее у р о в н я . 
При п о д г о т о в к е р а с т в о р о в р а с т в о р я е м о е в е щ е с т в о п е р е н о с я т 
в к о л б у ч е р е з с у х у ю в о р о н к у , т щ а т е л ь н о п р о м ы в а л ее н е б о л ь ­
шими порциями в о д ы . К о л б у з а п о л н я ю т д о п о л о в и н ы в о д о й и 
о с т о р о ж н о п е р е м е ш и в а ю т с о д е р ж и м о е д о п о л н о г о р а с т в о р е н и я , 
п о с л е чего д о л и в а ю т в о д у д о метки. П л о т н о закрыв к о л б у п р о б ­
кой, п е р е м е ш и в а ю т р а с т в о р м н о г о к р а т н ы м п е р е в о р а ч и в а н и е м , 
д е р ж а к о л б у за г о р л ы ш к о и прижимал п р о б к у у к а з а т е л ь н ы м 
пальцем. 
1 . 6 . М Ы Т Ь Е И С У Ш К А Х И М И Ч Е С К О Й П О С У Д Ы 
П о л ь з у я с ь х и м и ч е с к о й п о с у д о й , надо б ы т ь уверенным в ее чи­
с т о т е . Стеклянная п о с у д а с ч и т а е т с я ч и с т о й , к о г д а на стенках ее 
не о б р а з у е т с я о т д е л ь н ы х капель и в о д а о с т а в л я е т р а в н о м е р н у ю 
т о н к у ю пленку. 
П о с у д у надо м ы т ь с р а з у п о с л е р а б о т ы . О с т а т к и ненужных 
р а с т в о р о в , а также р а с т в о р о в , с о д е р ж а щ и х с о л и драгоценных и 
редких м е т а л л о в , надо с о б и р а т ь в специальные емкости . В ра­
ковину нельзя в ы л и в а т ь концентрированные р а с т в о р ы к и с л о т и 
щ е л о ч е й , х р о м о в у ю с м е с ь , я д о в и т ы е вещества , пахнущие л е т у ­
чие ж и д к о с т и . К о н ц е н т р и р о в а н н ы е к и с л о т ы и щелочи н е о б х о ­
д и м о р а з б а в и т ь и н е й т р а л и з о в а т ь . 
1 . 6 . 1 . М ы т ь е посуды 
Если химическая п о с у д а не загрязнена ж и р о в ы м и и д р у г и м и 
не р а с т в о р я ю щ и м и с я в воде веществами, п о с у д у м о ж н о м ы т ь 
теплой в о д о й , и с п о л ь з у я щетки и « е р ш и » . На кончик « е р ш а » 
нужно надеть кусочек резиновой трубки , о б м о т а т ь его лейко­
п л а с т ы р е м , ч т о б ы п р е д о т в р а т и т ь разбивание п р о б и р о к и д р у ­
гой п о с у д ы . Х о р о ш о в ы м ы т у ю п о с у д у два или три раза с п о л а с ­
к и в а ю т дистиллированной водой . 
Для мытья п о с у д ы можно применять различные м о ю щ и е 
с р е д с т в а — мыло, 10%-ный тринатрийфосфат , с тиральные п о ­
рошки, х р о м о в у ю с м е с ь . Лля приготовления хромовой с м е с и 
можно использовать д в у х р о м о в о к и с л ы й натрий, к о т о р ы й р а с ­
т в о р я ю т в воде , а затем д о б а в л я ю т к р а с т в о р у концентриро ­
ванную с е р н у ю кислоту . На 100 мл воды б е р у т 6 г д в у х р о м о в о -
кислого натрия и 100 мл концентрированной серной к и с л о т ы . 
И с п о л ь з у ю т также р а с т в о р б и х р о м а т а калия в концентриро ­
ванной азотной кислоте : 200 г бихромата р а с т в о р я ю т в 1 л азот ­
ной кислоты. Такой р а с т в о р х о р о ш о очищает п о с у д у при ком-
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натной т е м п е р а т у р е и х р а н и т с я д о л ь ш е , чем х р о м о в а я с м е с ь , 
которая б ы с т р о д е л а е т с я не пригодной д л я и с п о л ь з о в а н и я . 
Н е к о т о р ы е з а т р у д н е н и я м о ж е т в ы з ы в а т ь м ы т ь е пипеток х р о ­
мовой с м е с ь ю . Е е с л е д у е т н а б и р а т ь в пипетку с п о м о щ ь ю рези­
новой т р у б к и , с оединенной с р е з и н о в о й г р у ш е й . Н а б р а в с м е с ь 
в пипетку, ч е р е з о д н у - д в е м и н у т ы д а ю т ей с т е ч ь , п о с л е ч е г о 
пипетку м о ю т как о б ы ч н о . Е с л и т р е б у е т с я в ы м ы т ь м н о г о пипе­
ток, т о м о ж н о в о с п о л ь з о в а т ь с я в ы с о к и м т о л с т о с т е н н ы м цилин­
д р о м или ф а р ф о р о в ы м стаканом . Пипетки и б ю р е т к и д о л ж н ы 
быть п о г р у ж е н ы в него б о л е е чем н а п о л о в и н у . Цилиндр зали­
в а ю т п о ч т и д о в е р х у х р о м о в о й с м е с ь ю . Ч е р е з н е к о т о р о е в р е м я 
пипетки п е р е в о р а ч и в а ю т с я д р у г и м и концами. 
Х р о м о в у ю с м е с ь не и с п о л ь з у ю т д л я м ы т ь я п о с у д ы , з а г р я з ­
ненной п р о д у к т а м и перегонки нефти, В э т и х с л у ч а я х д л я м ы т ь я 
п р и м е н я ю т о р г а н и ч е с к и е р а с т в о р и т е л и . Н е л ь з я м ы т ь х р о м о в о й 
с м е с ь ю и п о с у д у , з а г р я з н е н н у ю с о л я м и б а р и я , так как на стен­
ках м о ж е т п о я в и т ь с я т р у д н о у д а л я е м ы й о с а д о к . 
В к а ч е с т в е м о ю щ е г о с р е д с т в а п р и м е н я ю т и подкисленный 
4%-ный р а с т в о р м а р г а н ц е в о к и с л о г о калия (на 100 мл р а с т в о р а 
д о б а в л я ю т 3 - 5 мл к о н ц е н т р и р о в а н н о й с е р н о й к и с л о т ы ) . С о с т а в 
для м ы т ь я и с п о л ь з у е т с я о д н о к р а т н о . Е с л и на стенках появля ­
ется б у р ы й налет , т о его о п о л а с к и в а ю т 3 - 5 % - н ы м р а с т в о р о м 
щавелевой к и с л о т ы , а затем п р о м ы в а ю т п о с у д у в о д о й . 
Х р о м о в а я с м е с ь и подкисленный р а с т в о р п е р м а н г а н а т а у х у д ­
ш а ю т к а ч е с т в о стекла . Т а к о г о эффекта не д а е т с м е с ь К о м а -
р о в с к о г о , с о с т о я щ а я из равных о б ъ е м о в 5%-ного р а с т в о р а пе­
рекиси в о д о р о д а и 6 н. с о л я н о й к и с л о т ы . С м е с ь н а г р е в а е т с я 
д о 30 - 40*С, е ю о п о л а с к и в а ю т стенки п о с у д ы , к о т о р ы е з а т е м 
п р о м ы в а ю т в о д о й . С м е с ь м о ж е т п о в т о р н о и с п о л ь з о в а т ь с я д л я 
мытья. 
Н е к о т о р ы е а н а л и т и ч е с к и е р а б о т ы и э к с п е р и м е н т ы т р е б у ю т 
о с о б о ч и с т о й п о с у д ы . Стеклянная п о с у д а м о ж е т с о р б и р о в а т ь на 
стенках р я д к а т и о н о в , ч т о с к а з ы в а е т с я на р е з у л ь т а т а х о п ы т о в . 
Ч т о б ы и з б е ж а т ь э т о г о , п о с у д у п о с л е м ы т ь я д в а ж д ы п о п е р е м е н ­
но о п о л а с к и в а ю т 5%-ным р а с т в о р о м э т и л е н д и а м и н т е т р а у к с у с -
ной к и с л о т ы ( Э Л Т А ) , а затем с п о л а с к и в а ю т ч е т ы р е - п я т ь р а з 
б и д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й . 
И м е е т с я н е с к о л ь к о с п о с о б о в м ы т ь я наконечников д л я д о з а т о ­
ров . 
Один вариант: п о с л е р а б о т ы с о с п и р т о р а с т в о р и м ы м и ве ­
щ е с т в а м и наконечники з а л и в а ю т 96%-ным с п и р т о м , э н е р г и ч н о 
в с т р я х и в а ю т и с л и в а ю т спирт . Э т у о п е р а ц и ю в ы п о л н я ю т два­
жды. З а т е м наконечники 10 раз с п о л а с к и в а ю т в о д о п р о в о д н о й 
в о д о й и 10 раз д и с т и л л и р о в а н н о й , п о с л е ч е г о каждый наконеч­
ник д в а ж д ы с п о л а с к и в а ю т ч и с т ы м с п и р т о м и д в а - т р и раза би-
д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й . 
Другой способ: в т е р м о с т о й к у ю к о л б у на 2 л н а л и в а ю т д и с т и л ­
лированной в о д ы (1 ,5 л ) , д о б а в л я ю т д в е с т о л о в ы е ложки К О Н (в 
г р а н у л а х ) , кипятят наконечники в р а с т в о р е щ е л о ч и 1,5 ч , охла­
ж д а ю т . П р о ц е д у р у в ы п о л н я ю т еще д в а раза с о с в е ж и м р а с т в о ­
ром К О Н . П о с л е охлаждения наконечники т щ а т е л ь н о п р о м ы ­
в а ю т в д и с т и л л и р о в а н н о й в о д е ч е т ы р е раза, а затем еще раз 
кипятят в д и с т и л л и р о в а н н о й в о д е , 
1 . 6 .2 . Сушка посуда! 
В н а с т о я щ е е в р е м я п о с у д у в ы с у ш и в а ю т в специальных су ­
шильных шкафах при 8 0 ~ 1 0 0 ^ С . Полки шкафа п о к р ы в а ю т перед 
с у ш к о й ф и л ь т р о в а л ь н о й бумагой , на к о т о р у ю р а с к л а д ы в а ю т 
п о с у д у . У д о б н о с т а в и т ь п о с у д у в шкаф на металлических под­
носах или в к ю в е т а х с фильтровальной б у м а г о й на дне, причем 
к о л б ы и стаканы л у ч ш е ставить горлышком вверх , ч т о у с к о р я е т 
сушку . Не с л е д у е т помещать очень много п о с у д ы в шкаф, так 
как она м о ж е т р а з б и т ь с я . П о с л е сушки п о с у д а д о л ж н а о с т ы т ь . 
Л и ш ь потом ею .можно пользоваться . Не р е к о м е н д у е т с я нагре­
вать м е р н у ю п о с у д у в сушильном шкафу. 
М е л к у ю п о с у д у м о ж н о в ы с у ш и т ь п о д инфракрасной лампой 
или феном, если ее не очень много . 
Применяется и холодная сушка п о с у д ы . Так , например , д о 
сих пор применяют сушку на колышках, укрепленных на специ­
альной д о с к е . В э т о м с л у ч а е н е о б х о д и м о с л е д и т ь за ч и с т о т о й 
колышков. П е р е д сушкой их п р о т и р а ю т и о б о р а ч и в а ю т филь­
т р о в а л ь н о й бумагой . 
Б ы с т р о и надежно можно в ы с у ш и т ь п о с у д у с п и р т о м и с е р ­
ным эфиро.м, ополаскивая ее п о с л е д о в а т е л ь н о этими ж и д к о с т я ­
ми. Т а к у ю сушку п р о в о д я т только в вытяжном шкафу, э т и л о ­
вый спирт и серный эфир с л и в а ю т после ополаскивания п о с у д ы 
в разные емкости . Пары эфира б ы с т р о у д а л я ю т с т р у е й х о л о д ­
ного в о з д у х а от фена. 
М е л к у ю стеклянную п о с у д у можно в ы с у ш и т ь и с о х р а н и т ь от 
загрязнения в вакуум-эксикаторе с твердым п о г л о т и т е л е м . 
Ч и с т у ю посуду необходимо хранить в м е с т а х , защищенных 
от грязи и пыли. О б ы ч н о ее п о м е щ а ю т в отдельные к о р о б к и 
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по назначению, з а к р ы в а ю т ф и л ь т р о в а л ь н о й б у м а г о й и с т а в я т в 
шкаф или яшики х и м и ч е с к и х с т о л о в . 
1 . 7 . П Р И Г О Т О В Л Е Н И Е Д И С Т И Л Л И Р О В А Н Н О Й В О Д Ы 
Пары кипящей ж и д к о с т и при о х л а ж д е н и и м о г у т к о н д е н с и р о ­
ваться и вновь п р е в р а щ а т ь с я в ж и д к о с т ь . Т а к о й п р о ц е с с назы­
вается перегонкой , или дистилляцией и ч а с т о п р и м е н я ю т с я д л я 
очистки ж и д к о с т е й . 
Л и с т и л л и р о в а н н а я в о д а , к о т о р у ю п о л у ч а ю т с п о м о щ ь ю раз ­
личных типов д и с т и л л я т о р о в , н е о б х о д и м а д л я п р и г о т о в л е н и я 
р а с т в о р о в и м ы т ь я п о с у д ы . Е е и с п о л ь з у ю т д л я п о л у ч е н и я би-
д и с т и л л и р о в а н н о й в о д ы и о с о б о ч и с т о й в о д ы . 
Газы, с о д е р ж а щ и е с я в в о з д у х е , и л е т у ч и е в е щ е с т в а из пере ­
гоняемой в о д ы м о г у т п о п а с т ь в д и с т и л л и р о в а н н у ю в о д у . О с в о ­
б о д и т ь с я о т них м о ж н о лишь п у т е м м н о г о к р а т н о й перегонки. 
У б е д и т ь с я в о т с у т с т в и и п р и м е с е й в д и с т и л л и р о в а н н о й в о д е 
м о ж н о , выпарив несколько ее капель на ч а с о в о м стекле . Е с л и 
вода без примесей , о с а д к а п о с л е ее упаривания не о с т а е т с я . 
У д е л ь н о е с о п р о т и в л е н и е д и с т и л л и р о в а н н о й воды д о л ж н о б ы т ь 
не менее 5 • 10^ О м " ^ - с м " ^ 
Важно правильно хранить д и с т и л л и р о в а н н у ю в о д у . П р и пе­
регонке е ю н а п о л н я ю т стеклянные б у т ы л и б о л ь ш о г о о б ъ е м а с 
притертой п р о б к о й или канистры из полиэтилена . Н е п р и я т н ы й 
запах п о с л е д н е г о м о ж н о у д а л и т ь вымачиванием канистр в г о р я ­
чем 10%-ном р а с т в о р е б и к а р б о н а т а натрия . 
И з б о л ь ш и х е м к о с т е й д и с т и л л и р о в а н н у ю в о д у для и с п о л ь з о ­
вания н а л и в а ю т в б у т ы л и ( 3 - 5 л) с т у б у с о м о к о л о дна . Т у б у с 
закрыт резиновой п р о б к о й с к о л е н ч а т о й т р у б к о й и з а ж и м о м . 
Г о р л ы ш к о б у т ы л и о б я з а т е л ь н о з а к р ы в а ю т резиновой п р о б к о й 
с х л о р к а л ь ц и е в о й т р у б к о й , заполненной н а т р о н н о й и з в е с т ь ю . 
Л о л г о хранить д и с т и л л и р о в а н н у ю в о д у нельзя. В о и з б е ж а н и е 
выщелачивания стекла л у ч ш е и с п о л ь з о в а т ь с т а р ы е б у т ы л и . 
Лля э к с п е р и м е н т о в чаще и с п о л ь з у ю т б и д и с т и л л и р о в а н н у ю 
в о д у , п о л у ч а е м у ю п у т е м в т о р и ч н о й перегонки д и с т и л л и р о в а н ­
ной в о д ы , в к о т о р у ю д о б а в л я ю т перманганат калия (- - 0 , 1 г / л ) 
и несколько капель с е р н о й к и с л о т ы , 
Л л я о с о б о точных анализов и э к с п е р и м е н т о в и с п о л ь з у ю т о с о ­
бо ч и с т у ю в о д у , п о л у ч а е м у ю при пропускании д и с т и л л и р о в а н ­
ной в о д ы ч е р е з колонку со с м е с ь ю и о н и т о в . О с о б о ч и с т а я в о ­
да имеет с о п р о т и в л е н и е 1 , 5 - 2 , 4 - Ю'^  Ом""^ • с м ~ ^ В к а ч е с т в е 
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и о н и т о в м о г у т б ы т ь и с п о л ь з о в а н ы марки к а т и о н и т а К У - 2 в Н"^-
ф о р м е и анионита Э Д Э - 1 0 П в О Н ~ - ф о р м е в о б ъ е м н о м с о о т н о ш е ­
нии 1 ,25:1 . И о н и т а м и з а п о л н я ю т п л а с т и к о в ы е колонки в ы с о т о й 
6 0 - 7 0 с м и д и а м е т р о м 5 0 - 7 0 м м . Л и с т и л л и р о в а н н у ю в о д у по­
с л е д о в а т е л ь н о п р о п у с к а ю т ч е р е з колонки с к а т и о н и т о м и ани-
о н и т о м . В с е в о д о п р о в о д я щ и е ч а с т и такой у с т а н о в к и д о л ж н ы 
б ы т ь с д е л а н ы из п л а с т и к о в . 
К и л о г р а м м с м е с и ионитов м о ж е т о ч и с т и т ь 8 0 0 - 1 0 0 0 л ди­
с т и л л и р о в а н н о й в о д ы , п о с л е ч е г о и о н и т ы р е г е н е р и р у ю т . 
1 . 8 . П Р И Г О Т О В Л Е Н И Е Р А С Т В О Р О В 
Р а с т в о р и м о с т ь в е щ е с т в а — э т о его с п о с о б н о с т ь р а с п р е д е ­
л я т ь с я в с р е д е р а с т в о р и т е л я . Р а с т в о р и м о с т ь о п р е д е л я е т с я мак­
с и м а л ь н ы м к о л и ч е с т в о м к и л о г р а м м о в в е щ е с т в а , р а с т в о р и в ш е ­
г о с я в 100 кг р а с т в о р и т е л я при данной т е м п е р а т у р е . Р а с т в о р в 
э т о м с л у ч а е называется насыщенным. 
Е с л и же с о д е р ж и т с я меньше в е щ е с т в а , чем в о з м о ж н о в с о ­
о т в е т с т в и и с его р а с т в о р и м о с т ь ю при данной т е м п е р а т у р е , т о 
такой р а с т в о р называется ненасыщенным. 
1 .8 .1 . Способы выражения концентраций 
рабочих (титрованных) растворов 
Концентрацией р а с т в о р а называется к о л и ч е с т в о в е щ е с т в а , 
с о д е р ж а щ е е с я в определенном к о л и ч е с т в е р а с т в о р и т е л я или 
р а с т в о р а . Ч а щ е всего к о л и ч е с т в о р а с т в о р е н н о г о в е щ е с т в а вы­
р а ж а ю т в весовых единицах. К о л и ч е с т в о р а с т в о р а м о ж е т б ы т ь 
как в в е с о в ы х , так и в о б ъ е м н ы х единицах. П р и м е н я ю т с л е д у ­
ю щ и е с п о с о б ы выражения концентраций р а с т в о р о в : 
Титр по рабочему веществу (^Гр.в), или титр (Т) — к о л и ч е с ­
тво г р а м м о в вещества , с о д е р ж а щ и х с я в 1 мл р а с т в о р а . 
Титр по определяемому веществу (Трв /о , в . ) — к о л и ч е с т в о 
г р а м м о в о п р е д е л я е м о г о вещества , с о д е р ж а щ е г о с я в 1 .мл р а б о ­
чего р а с т в о р а . Так , например, Тнс1 /КаОН - 0 ,004035 означает , 
что к о л и ч е с т в о НС1, с о д е р ж а щ е е с я в 1 мл р а с т в о р а с о л я н о й ки­
с л о т ы , эквивалентно 0,004035 г едкого натра . 
Процентная концентрация {С%) показывает , сколько г р а м м о в 
растворенного вещества с о д е р ж и т с я в 100 г данного р а с т в о р а . 
Объемная концентрация ( C y / v ) , или объемные проценты, при­
меняется только для выражения концентрации при смешивании 
и з а и м о р а с т в о р я ю щ и х с я жидкостей (например , с п и р т и в о д а ) . 
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Молярная концентрация ( С м ) , или молярность, — ч и с л о м о ­
лей р а с т в о р е н н о г о в е щ е с т в а , с о д е р ж а щ е е с я в 1 л р а с т в о р а (но 
не р а с т в о р и т е л я ) , м о л ь / л . 
Моляльная концентрация Си — ч и с л о м о л е й в е щ е с т в а , р а с ­
т в о р е н н о г о в 1 кг р а с т в о р и т е л я , м о л ь / к г . 
Нормальная концентрация, или нормальность, Сн, или N — 
число г р а м м - э к в и в а л е н т о в ( Э ) р а с т в о р е н н о г о в е щ е с т в а , с о д е р ­
жащееся в 1 л р а с т в о р а . Г р а м м - э к в и в а л е н т — э т о к о л и ч е с т в о 
г р а м м о в в е щ е с т в а , х и м и ч е с к и э к в и в а л е н т н о е 1 г - а т о м у или 
1 г-иону в данной реакции. Н а п р и м е р : 
НС1 + N a O H ^ N a C l + Н2О ( г - э к в = г - м о л ь ) , 
H 2 S O 4 + N a O H N a 2 S 0 4 + 2Н2О ( г - э к в = г - м о л ь / 2 ) , 
Н3РО4 4- N a O H N a 3 P 0 4 + ЗН2О ( г * э к в = г - м о л ь / 3 ) , 
Н3РО4 + N a O H N a H 2 P 0 4 + Н2О ( г - э к в = г - м о л ь ) . 
Л е ц и н о р м а л ь н ы й р а с т в о р о б о з н а ч а ю т 0 ,1 н., с а н т и н о р м а л ь -
ный — 0,01 н. и т .д . Е с л и навеска и с х о д н о г о в е щ е с т в а ( Q ) р а с ­
т в о р е н а в о б ъ е м е V, то Сц = N = Q - 1 0 0 0 / Э , где V — о б ъ е м 
р а с т в о р а ( м л ) , о т к у д а = N • Э • К /1000 , Q^r - N ЭУ. Т а ­
ким о б р а з о м , в о т л и ч и е о т г р а м м - м о л е й , г р а м м - э к в и в а л е н т ы не 
п р е д с т а в л я ю т с о б о й п о с т о я н н о г о ч и с л а и з а в и с я т о т реакции, в 
к о т о р о й данное в е щ е с т в о у ч а с т в у е т . Г р а м м - э к в и в а л е н т ы явля­
ю т с я в е с о в ы м и к о л и ч е с т в а м и в е щ е с т в , в с т у п а ю щ и х в р е а к ц и ю 
д р у г с д р у г о м . При т и т р о в а н и и в т о ч к е э к в и в а л е н т н о с т и ока­
з ы в а ю т с я о д и н а к о в ы м и ч и с л о г р а м м - э к в и в а л е н т о в т и т р у е м о г о 
и р а б о ч е г о в е щ е с т в а . П о э т о м у на н е й т р а л и з а ц и ю 1 г - экв л ю б о й 
кислоты т р е б у е т с я 1 г -экв л ю б о й щ е л о ч и . 
С о о т н о ш е н и е н о р м а л ь н о с т и и т и т р а : iV - Э = Т ( г / м л ) . 
Так как н о р м а л ь н о с т ь р а с т в о р а о б о з н а ч а е т ч и с л о г р а м м -
эквивалентов в е щ е с т в а в 1 л или ч и с л о м и л л и г р а м м - э к в и в а л е н ­
тов в 1 мл д а н н о г о р а с т в о р а , то произведение о б ъ е м а р а с т в о р а 
(V), в ы р а ж е н н о е в л и т р а х , на его н о р м а л ь н о с т ь (Л ' ' ) р а в н о ч и с л у 
г р а м м - э к в и в а л е н т о в в е щ е с т в а : Э = N • V. 
При о п р е д е л е н и и концентрации а н а л и з и р у е м о г о р а с т в о р а и с ­
п о л ь з у ю т о с н о в н о е п о л о ж е н и е о б ъ е м н о г о анализа , г л а с я щ е е , 
ч т о о б ъ е м ы растворов д в у х п о л н о с т ь ю п р о р е а г и р о в а в ш и х 
ме»^цу собой веществ обратно п р о п о р ц и о н а л ь н ы н о р м а л ь -
ностям э т и х растворов , т . е . в точке э к в и в а л е н т н о с т и V\/V2 = 
^2l^i\ с л е д о в а т е л ь н о , при о д и н а к о в ы х н о р м а л ь н о с т я х р а с т в о ­
ров реакции и д у т м е ж д у равными их о б ъ е м а м и . 
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1.8.2. Расчеты концентраций 
при смешивании и разбавлении растворов 
При разбавлении р а с т в о р а водой его концентрация меняется 
обрат но пропорционально изменению о б ъ е м а . При смешивании 
нескольких р а с т в о р о в различных веществ у м е н ь ш а е т с я концен­
трация всех смешиваемых соединений. Ч т о б ы узнать , в каких 
концентрациях следует взять два р а с т в о р а ( с и з в е с т н ы м и кон­
центрациями) для получения р а с т в о р а заданной концентрации, 
пользуются правилом креста. В центре пишут величину кон­
центрации раствора , который н е о б х о д и м о п р и г о т о в и т ь . У кон­
цов линий слева пишут величины концентраций и с х о д н ы х рас ­
т в о р о в ( б о л ь ш у ю — сверху , м е н ь ш у ю — снизу ) . У концов линий 
справа, вычитая из больших величин меньшие, з а п и с ы в а ю т ис­
комые количества раствора . Вычитание п р о в о д и т с я по напра­
влению линий. В общем виде с х е м а решения задач выглядит 
следующим о б р а з о м 
Ма с - Ь 
- а • с Mb 
Примеры: в каком соотношении нужно с м е ш а т ь 90%-ный и 
10%-ный р а с т в о р ы серной кислоты, ч т о б ы п о л у ч и т ь 40%-ный 
р а с т в о р ? 
9 0 > ^ / 3 0 4 0 - 1 0 = 3 0 
10 5 0 9 0 - 4 0 = 5 0 
Следовательно для получения 40%-ного р а с т в о р а серной ки­
слоты необходимо взять 30 весовых частей 90%-ного р а с т в о р а 
и 50 частей 10%-ного р а с т в о р а . 
Лля перехода от процентной концентрации к м о л я р н о с т и или 
нормальности необходимо знать п л о т н о с т и р а с т в о р о в , к о т о р ы е 
можно найти в справочниках . 
Например, н е о б х о д и м о узнать н о р м а л ь н о с т ь 20%-ного рас ­
т в о р а серной кислоты. По справочной таблице находим плот ­
ность кислоты d = 1, ] 4 г / с м З ; 100 г ( Р ) 20%-ного р а с т в о р а с е р ­
ной кислоты занимают о б ъ е м V равный; P/d = 1 0 0 / 1 , 1 4 = 
87 ,6 мл. О т с ю д а по пропорции находим содержание серной ки-
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с л о т ы в 1000 мл 20%-ного р а с т в о р а : 
20 г - 87, 7 мл 
X г - 1000 мл, 
X =228 г, yV Q/Э = 2 2 8 / 4 9 = 4 ,65 н. 
Т и т р о в а н н ы е р а с т в о р ы м о г у т б ы т ь п р и г о т о в л е н ы из фикса-
налов или п о л у ч е н ы в р е з у л ь т а т е р а с т в о р е н и я навески в о п р е д е ­
ленном о б ъ е м е р а с т в о р и т е л я . Л л я п р и г о т о в л е н и я т и т р о в а н н ы х 
рабочих р а с т в о р о в н е о б х о д и м о б р а т ь в е щ е с т в а , с о о т в е т с т в у ­
ю щ и е с л е д у ю щ и м т р е б о в а н и я м : в е щ е с т в о д о л ж н о б ы т ь хими­
чески ч и с т ы м , с о о т в е т с т в о в а т ь ф о р м у л е ( к р и с т а л л о г и д р а т ы ) , 
у с т о й ч и в ы м при хранении, и м е т ь б о л ь ш о й г р а м м - э к в и в а л е н т 
(повышается т о ч н о с т ь навески ) . 
К р о м е т о ч н ы х р а с т в о р о в , м о ж н о п р и г о т о в и т ь и р а с т в о р при­
близительной концентрации, а затем у т о ч н и т ь ее с п о м о щ ь ю ти ­
трования р а с т в о р а . 
Т и т р о в а н и е м о ж н о п р о в о д и т ь д в у м я способами—ntznemi / jpo -
ваписм и методом отдельных навесок. 
Ч т о б ы п е р е й т и от п о л у ч е н н о й концентрации (АГ^р.) к т р е б у ­
емой (iVxeop')j в в о д и т с я п о п р а в к а на н о р м а л ь н о с т ь : 
/ — '''V^np'/'^теор- — ^^Teop-/Kip' 
1.8,3. П р и г о т о в л е н и е т и т р о в а н н ы х растворов кислот 
П р и в е д е м п р и м е р п р и г о т о в л е н и я д е ц и н о р м а л ь н ы х к и с л о т 
( соляной , с е р н о й ) из к о н ц е н т р и р о в а н н ы х . 
Х о д р а б о т ы . А р е о м е т р о м о п р е д е л я ю т п л о т н о с т ь концентри­
рованного р а с т в о р а к и с л о т ы и по с п р а в о ч н и к у н а х о д я т ее п р о ­
центную к о н ц е н т р а ц и ю . Р а с с ч и т ы в а ю т о б ъ е м (мл) концентри­
рованной к и с л о т ы , н е о б х о д и м ы й д л я получения 250 мл 0 ,1 н. ки­
с л о т ы нужный о б ъ е м к о н ц е н т р и р о в а н н о й к и с л о т ы о с т о р о ж н о , с 
п о м о щ ь ю д о з а т о р а или пипетки с г р у ш е й п е р е н о с я т в м е р н у ю 
колбу на 250 мл, з а п о л н е н н у ю на 2 / 3 д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й . 
Объе.м р а с т в о р а в к о л б е д о в о д я т д о метки д и с т и л л и р о в а н н о й 
водой . 
О п р е д е л е н и е н о р м а л ь н о с т и п о л у ч е н н о й к и с л о т ы п р о в о д я т 
двумя с п о с о б а м и : 
1. К и с л о т у пипеткой М о р а (20 мл ) о т б и р а ю т в к о н и ч е с к и е 
колбы (100 мл) и о т т и т р о в ы в а ю т из б ю р е т к и 0 ,1 н. р а с т в о р о м 
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едкого натра (индикатор —фенолфталеин). Нормальность ки­
слоты и поправку рассчитывают, исходя из того, что в точке 
эквивалентности АГКк-ты = Л^Кцел-
2. Навеску буры 400 мг) растворяют в горячей воде в хи­
мическом стакане и титруют полученным раствором кислоты 
из бюретки (индикатор — метилоранж): 
Na2B407 • I O H 2 O + 2НС1 ^ 2NaCl -h 4Н3ВО3 + 2Н2О. 
Нормальность кислоты и поправку к ней рассчитывают, исхо­
дя из того, что в точке эквивалентности число грамм-эквивален­
тов кислоты равно числу грамм-эквивалентов буры: 
— ( к - т ы ) = - ( б у р ы ) 
1.8.4. Приготовление 0 ,1 н. раствора едкого натра 
Лля приготовления 0,1 н. раствора щелочи сначала готовят 
концентрированный раствор, из которого берут необходимое 
количество и разбавляют. 
Х о д работы. 25 г едкого натра растворяют в дистиллиро­
ванной воде в фарфоровом стакане, с охлаждением, так как рас­
твор сильно разогревается, доводя конечный объем до 100 мл. 
Затем рассчитывают, какой объем (мл) концентрированной ще­
лочи необходимо взять, чтобы приготовить 250 мл 0,1 н. раство­
ра. При этом необходимо учесть, что на воздухе раствор NaOH 
быстро взаимодействует с углекислотой: N a O H - f C 0 2 —• КагСОз 
и изменяет свой титр. Поэтому, например, для приготовления 
1 л 0,1 н. NaOH (1 г-экв=40 г) обычно берут вместо расчет­
ных 4 г - 4 , 4 г N a O H . Лалее рассчитывают, в каком объеме (мл) 
HcxoziHoro концентрированного раствора содержится 1,1 г щело­
чи, необходимой для получения 0,1 н. раствора N a O H в колбе 
объемом 250 мл: 
100 мл - 25 г 
г мл - 1,1 г, X = 4,4 мл. 
Раствор концентрированной щелочи набирают пипеткой с 
грушей и разбавляют кипяченой дистиллированной водой, так 
как вода, находящаяся в равновесии с воздухом, содержит угле­
кислоту в концентрации 1 ,5 -10 "^М. Растворы щелочей должны 
быть закрыты пробками, в которые вставлены трубки с натрон­
ной известью (СаО -f NaOH) для поглощения СОз из воздуха. 
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Н о р м а л ь н о с т ь п р и г о т о в л е н н о г о р а с т в о р а N a O H п р о в е р я ю т по 
0,1 н. щ а в е л е в о й к и с л о т е , п р и г о т о в л е н н о й из фиксанала : 
2 N a O H ' f H 2 C 2 0 4 N a 2 C 2 0 4 + 2 Н 2 0 ( и н д и к а т о р - ф е н о л ф т а л е и н ) . 
Р а с с ч и т ы в а ю т поправку на н о р м а л ь н о с т ь п р и г о т о в л е н н о г о 
0,1 н. р а с т в о р а N a O H . 
1 . 9 . Э К С Т Р А К Ц И Я , К Р И С Т А Л Л И З А Ц И Я , 
В Ы П А Р И В А Н И Е , В Ы С У Ш И В А Н И Е 
П од экстракцией п о н и м а ю т извлечение р а с т в о р и т е л я м и ка­
ких-либо в е щ е с т в из с м е с и . В о с н о в е экстракции л е ж и т раз ­
личная р а с т в о р и м о с т ь в е щ е с т в в каком-то о д н о м р а с т в о р и т е л е , 
а также закон р а с п р е д е л е н и я в е щ е с т в м е ж д у д в у м я н е с м е щ и в а -
ющими ж и д к о с т я м и . Э к с т р а к ц и ю м о ж н о р а з д е л и т ь на т в е р д о -
жидкофазную и ж и д к о - ж и д к о ф а з н у ю . П р и первой п р о д у к т из 
твердой фазы п е р е х о д и т в ж и д к у ю , а при в т о р о й из о д н о й жид­
кой фазы в д р у г у ю . В к а ч е с т в е р а с т в о р и т е л е й и с п о л ь з у ю т в о д у 
и водные р а с т в о р ы , о р г а н и ч е с к и е р а с т в о р и т е л и и р а с п л а в ы , 
К т в е р д о - ж и д к о ф а з н о й экстракции о т н о с и т с я э к с т р а к ц и я в о ­
дой из с у х и х л и с т ь е в о р г а н и ч е с к и х к и с л о т , с о л е й и д р у г и х в о ­
д о р а с т в о р и м ы х соединений . Э к с т р а к ц и я липидов и б е л к о в из 
растительного м а т е р и а л а м о ж е т п р о в о д и т ь с я а ц е т о н о м . 
Ж и д к о - ж и д к о ф а з н а я э к с т р а к ц и я ч а с т о применяется д л я из­
влечения из к у л ь т у р а л ь н о й ж и д к о с т и в и т а м и н о в , п и г м е н т о в , ан­
тибиотиков и д р у г и х п р о д у к т о в о р г а н и ч е с к и м и р а с т в о р и т е л я ­
ми ( к р е з о л о м , х л о р о ф о р м о м , б е н з и л о в ы м с п и р т о м и п р . ) . 
Э к с т р а к ц и ю в е щ е с т в р а с т в о р и т е л я м и из т в е р д о й фазы п р о в о ­
дят в стеклянных или ф а р ф о р о в ы х стаканах , к о л б а х , п р о б и р к а х 
с о б р а т н ы м х о л о д и л ь н и к о м , специальных э к с т р а к т о р а х (напри­
мер, в аппаратах С о к с л е т а ) . 
Э к с т р а к ц и ю в е щ е с т в или ж и д к о с т е й из р а с т в о р а п р о в о д я т 
с п о м о щ ь ю д е л и т е л ь н о й воронки . Р а с т в о р с в е щ е с т в о м , к о т о ­
рое н е о б х о д и м о извлечь , н а л и в а ю т в д е л и т е л ь н у ю в о р о н к у ( 1 / 2 
о б ъ е м а ) и д о б а в л я ю т к нему п о д х о д я щ и й р а с т в о р и т е л ь в о б ъ ­
еме, вдвое меньшем о б ъ е м а р а с т в о р а . В о р о н к у з а к р ы в а ю т и 
п е р е в о р а ч и в а ю т ее плавно вверх и вниз 1 5 - 2 0 мин. Ж и д к о с т и 
должны не п е р е м е ш и в а т ь с я в воронке (иначе о б р а з у е т с я с т о й ­
кая э м у л ь с и я ) , а как бы с к о л ь з и т ь одна по д р у г о й . П о окон­
чании экстракции д е л и т е л ь н у ю воронку у к р е п л я ю т в ш т а т и в е , 
д о ж и д а ю т с я п о л н о г о р а с с л о е н и я ее с о д е р ж и м о г о , о т к р ы в а ю т 
пробку и через кран медленно с л и в а ю т нижний с л о й ж и д к о с т и 
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в приемник, пока в воронке не о станется лишь верхний слой. 
Его сливают через г о р л о воронки. Э к с т р а г и р о в а н и е проводят 
несколько раз. Р а с т в о р и т е л ь о т г о н я ю т в п е р е г о н н о й колбе , где 
остается выделенное в е щ е с т в о . 
Эффективность экстракции можно п о в ы с и т ь многократной 
заменой экстрагента , нагреванием ж и д к о с т и , с о д е р ж а щ е й про­
дукт и экстрагент , понижением давления в а п п а р а т е для экс­
тракции, п о д б о р о м оптимальных р а с т в о р и т е л е й , 
Лля экстракции нестойких при нагревании п р о д у к т о в приме­
няют метод х о л о д о в о й экстракции ( к р и о э к с т р а к ц и и ) . При этом 
и с п о л ь з у ю т растворители , кипящие при низких температурах 
и находящиеся при комнатной т е м п е р а т у р е в г а з о о б р а з н о м со­
стоянии (жидкий бутан или пропан) . 
При о с т о р о ж н о м нагревании до 0°С кипящий растворитель 
улетучивается , а продукт о с т а е т с я в ч и с т о м виде . 
Органические кислоты, в том числе и м а л о р а с т в о р и м ы е в во­
де , извлекаются из замороженных о б р а з ц о в жидким аммиаком. 
Э к с т р а г и р у ю щ и е агенты м о г у т быть в г а з о о б р а з н о м состоя­
нии, например, водяной пар. 
Кристаллизация ч а с т о применяется для о ч и с т к и кристалли­
ческих веществ . С у т ь ее с о с т о и т в том , ч т о при охлаждении 
насыщенного р а с т в о р а из него в ы п а д а ю т в о с а д о к кристаллы 
растворенного вещества . 
Ч т о б ы перекристаллизовать какое-нибудь в е щ е с т в о , его рас­
т в о р я ю т в гюдходящем р а с т в о р и т е л е , н а г р е т о м д о кипения, до 
получения насыщенного р а с т в о р а . Если р а с т в о р м у т н ы й , со ­
держит примеси, то его о т ф и л ь т р о в ы в а ю т в к р и с т а л л и з а т о р 
или стакан. Лля б ы с т р о г о охлаждения е м к о с т и м о ж н о поме­
стить в снег или воду с о льдом . Выпавшие к р и с т а л л ы о т д е л я ю т 
от маточного р а с т в о р а путем фильтрования, о т ж и м а ю т или су­
шат. Лля тщательной очистки перекристаллизацию п р о в о д я т 
несколько раз. 
Высушиванием называют процесс удаления в о д ы или органи­
ческих растворителей из вещества , к о т о р о е м о ж е т б ы т ь в газо­
образном, жидком или т в е р д о м состоянии. Газы и пары высу­
шивают путем адсорбционного поглощения в о д ы специфически­
ми адсорбентами ( связывающими воду , но не а д с о р б и р у ю щ и м и 
высушиваемые вещества ) . Пропуская газ ч е р е з такой а д с о р ­
бент, можно удалить пары воды. Универсальными а д с о р б е н т а ­
ми — поглотителя.ми в о д ы — я в л я ю т с я цеолиты. Пары воды мо­
гут быть поглощены и гигроскопическими в е щ е с т в а . м и - серной 
20 
кислотой, С а С Ь . При в ы с у ш и в а н и и нужно п о л ь з о в а т ь с я т о л ь ­
ко тем г и г р о с к о п и ч е с к и м в е щ е с т в о м , к о т о р о е не в з а и м о д е й с т в у ­
ет с в ы с у ш и в а е м ы м . Ч а щ е в с е г о д л я в ы с у ш и в а н и я п р и м е н я ю т 
нагревание. Е с л и в е щ е с т в о не б о и т ь с я нагрева , в о д у у д а л я ­
ют в с у ш и л ь н о м шкафу при 100 — 105^С, р а в н о м е р н о п о в ы ш а я 
температуру . Л л я нестойких к н а г р е в у в е щ е с т в п р и м е н я е т с я 
низкотемпературная с у ш к а в в а к у у м е . С и л ь н о г и г р о с к о п и ч н ы е 
вещества в ы с у ш и в а ю т в э к с и к а т о р е , с о д е р ж а щ е м к а к о е - л и б о ве ­
щество , п о г л о щ а ю щ е е в л а г у ( с е р н а я кислота , ф о с ф о р н ы й анги­
дрид и д р . ) . Л л я в ы с у ш и в а н и я многих о с а д к о в п р и м е н я ю т ин­
фракрасные лампы, а в н е к о т о р ы х с л у ч а я х о р г а н и ч е с к и е р а с ­
творители, х о р о ш о р а с т в о р я ю щ и е в о д у ( э т и л о в ы й с п и р т , аце­
тон). О б е з в о ж и в а ю щ и м агентом д л я органических ж и д к о с т е й , 
содержащих в о д у , я в л я е т с я прокаленный х л о р и с т ы й кальций, 
который н а с ы п а ю т в с о с у д с в ы с у ш и в а е м о й ж и д к о с т ь ю , в с т р я ­
хивают несколько раз и о с т а в л я ю т с т о я т ь сутки ; затем о с у ­
ществляют перегонку ж и д к о с т и . Х л о р и с т ы м кальцием нельзя 
сушить с п и р т ы . Л л я в ы с у ш и в а н и я с п и р т о в п р и м е н я ю т окись 
кальция или с е р н о к и с л у ю м е д ь ; для р а с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а 
часто и с п о л ь з у ю т л и о ф и л ь н у ю с у ш к у в вакууме . 
Выпаривание п р и м е н я е т с я для повышения концентрации ве­
щества, с о д е р ж а щ е г о с я в р а с т в о р е . С к о р о с т ь испарения жид­
кости зависит о т ее п р и р о д ы , т е м п е р а т у р ы , п о в е р х н о с т и испа ­
рения, давления, тока в о з д у х а над и с п а р я е м о й п о в е р х н о с т ь ю , 
от перемешивания р а с т в о р а . 
Лля выпаривания п р и м е н я ю т ф а р ф о р о в ы е чашки разных диа­
метров или ф а р ф о р о в ы е тигли. Р а с т в о р в чашках н а г р е в а ю т на 
водяной или п е с о ч н о й бане , а и н о г д а в с у ш и л ь н о м шкафу, к р о м е 
органических, о г н е о п а с н ы х ж и д к о с т е й . 
Наиболее б ы с т р о и эффективно упаривание п р о и с х о д и т в р о ­
тационных пленочных и с п а р и т е л я х , где испарение п р о в о д и т с я 
под вакуумом. П р и б о р очень у д о б е н для концентрирования р а с ­
творов р а з л а г а ю щ и х с я при нагревании в е щ е с т в , так как п р о ц е с с 
упаривания идет д а ж е при комнатной т е м п е р а т у р е . 
1 Л 0 . Ф И Л Ь Т Р О В А Н И Е 
Лля м е х а н и ч е с к о г о разделения жидких и т в е р д ы х компонен­
тов с м е с и применяется фильтрование . Ж и д к о с т ь с с о д е р ж а ­
щимися в ней т в е р д ы м и ч а с т и ц а м и п р о п у с к а ю т ч е р е з ф и л ь т р ы 
с порами р а з л и ч н о г о д и а м е т р а . Е с л и раз.мер ч а с т и ц б о л ь ш е , 
чем д и а м е т р п о р , т о они з а д е р ж и в а ю т с я на фильтре . Н а филь-
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т рацию в л и я ю т давление, т е м п е р а т у р а , величина ч а с т и ц и вяз­
кость жидкости . 
Фильтры, применяемые в л а б о р а т о р н о й практике , м о г у т быть 
сыпучие и пористые . К первым о т н о с и т с я , например , песок, ко 
вторым — к е р а м и ч е с к и е фильтры, п р е с с о в а н н о е с текло . 
Чаще всего и с п о л ь з у ю т с я б у м а ж н ы е фильтры, различающи­
еся по размерам и п л о т н о с т и ф и л ь т р о в а л ь н о й бумаги . По­
следнее различие о п р е д е л я е т с я по цвету упаковки или бумаж­
ной ленты, заклеивающей упаковку . Р о з о в ы й или красный 
цвет с о о т в е т с т в у е т б ы с т р о ф и л ь т р у ю щ и м фильтрам (диаметр 
пор ^ 10 нм) ; белый — фильтрам с р е д н е й п р о н и ц а е м о с т и (диа­
метр пор ^ 3 нм); синий — плотным фильтрам ( д и а м е т р пор 1 -
2,5 нм), применяющимся для м е л к о з е р н и с т ы х о с а д к о в . Ж е л т ы й 
цвет обозначает обезжиренные фильтры. 
Бумажные фильтры б ы в а ю т о б ы ч н ы е и беззольные . На упа­
ковке указывается м а с с а золы фильтра . Если п о с л е запятой 
стоит ч е т ы р е нуля, такал б у м а г а для ф и л ь т р о в с ч и т а е т с я без­
зольной. Фильтрование м о ж е т п р о в о д и т ь с я через а с б е с т о в ы е 
фильтры и фильтры из п о р и с т о г о стекла ( н у т ч - ф и л ь т р ы ) , впа­
янные в воронки. Ч е р е з них м о ж н о ф и л ь т р о в а т ь концентриро­
ванные кислоты и разбавленные щ е л о ч и . Н у т ч - ф и л ь т р ы обо ­
значаются цифрами от 00 д о 5 в з а в и с и м о с т и о т д и а м е т р а пор. 
Фильтры с нулевой маркировкой п р и м е н я ю т с я для фильтрова­
ния г р у б ы х осадков и и м е ю т д и а м е т р пор 1 5 0 - 5 0 0 мк. У филь­
т р о в под номером 5 диаметр п о р 4 - 6 мк. Они и с п о л ь з у ю т с я для 
препаративных р а б о т с тонкими осадками . 
При фильтровании нужно д а т ь о т с т о я т ь с я о с а д к у , затем ак­
куратно , не взмучивая о садок , слить на фильтр о т с т о я в ш у ю с я 
жидкость по стеклянной палочке , прислоняя ее к стенке филь­
тра . П е р е д фильтрованием фильтр на воронке с м а ч и в а ю т чи­
стым р а с т в о р и т е л е м . У р о в е н ь фильтра в воронке должен быть 
ниже края воронки. У р о в е н ь ж и д к о с т и не должен д о х о д и т ь до 
края фильтра на 4 - 5 мм. 
Иногда фильтрование в обычных у с л о в и я х п р о и с х о д и т очень 
медленно, и для его ускорения с о з д а ю т разряжение в приемни­
ке. Лля фильтрования п о д в а к у у м о м и с п о л ь з у ю т в о р о н к у Б ю х -
нера, колбу Бунзена, п р е д о х р а н и т е л ь н у ю склянку и вакуумный 
насос . 
К о г д а жидкости или р а с т в о р ы и м е ю т б о л ь ш у ю вязкость , их 
фильтрование п р о в о д я т при нагревании или п о д давлением. 
В настоящее время широко п р и м е н я ю т с я м е м б р а н н ы е филь-
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тры, поры которых меньше п о р с а м ы х п л о т н ы х б у м а ж н ы х филь­
тров. Такие фильтры и з г о т а в л и в а ю т с я на о с н о в е э ф и р о в цел­
люлозы и стекловолокна , п р о п у с к а ю т мелкие м о л е к у л ы и ионы, 
но задерживают бактерии , б а к т е р и о ф а г и , белки, Д Н К . М е м ­
бранные н и т р о ц е л л ю л о з н ы е ф и л ь т р ы с в я з ы в а ю т о д н о ц е п о ч е ч -
ные полинуклеотиды и н е к о т о р ы е белки , о с о б е н н о э ф ф е к т и в н о 
используются для о т д е л е н и я м и к р о о с а д к о в , к о т о р ы е легко э л ю -
ируются с фильтра. Д и а м е т р п о р н и т р о ц е л л ю л о з н ы х ф и л ь т р о в 
от 0,01 до 8,0 мкм. П о р ы н е п р а в и л ь н о й ф о р м ы и з а н и м а ю т д о 
80% площади п о в е р х н о с т и ф и л ь т р а . С к о р о с т ь п р о т о к а ч е р е з 
них невысокая, п о э т о м у ф и л ь т р а ц и ю п р о в о д я т п о д д а в л е н и е м 
или с вакуумом. 
Фильтры из с т е к л о в о л о к н а т о л щ е н и т р о ц е л л ю л о з н ы х , име ­
ют большую с к о р о с т ь п р о т о к а , б о л ь ш у ю е м к о с т ь д о з а с о р е н и я , 
устойчивы во всех р а с т в о р и т е л я х и при в ы с о к о й т е м п е р а т у р е . 
Мембранные ф и л ь т р ы и с п о л ь з у ю т с я д л я о с в е т л е н и я р а с т в о ­
ров, замены с р е д у р а с т у щ и х б а к т е р и й , о т д е л е н и я о с а д к о в круп­
ных молекул, к о л и ч е с т в е н н о г о о п р е д е л е н и я и измерения р а д и о ­
активности. 
1 . 1 1 . О Х Л А Ж Д А Ю Щ И Е С М Е С И 
Проведение р я д а х и м и ч е с к и х реакций, а также н е к о т о р ы х 
технических операций в л а б о р а т о р н о й практике т р е б у е т пони­
женных т е м п е р а т у р . Л л я их п о л у ч е н и я в о т с у т с т в и е специаль­
ных холодильных к о м н а т или камер м о ж н о и с п о л ь з о в а т ь о х л а ­
ждающие с м е с и из с о л е й , в о д ы , с н е г а или т о л ч е н о г о льда . 
Так, например, при р а с т в о р е н и и х л о р и с т о г о аммония (30 ве­
совых частей) в в о д е (100 в е с о в ы х ч а с т е й ) с и с х о д н о й т е м п е р а ­
турой 10 -15*С р а с т в о р охлаждается д о ~Ь^С. С м е с ь х л о р и с т о г о 
кальция (СаСЬ • 6Н2О, 4 1 в е с о в а я ч а с т ь ) с о с н е г о м (100 в е с о в ы х 
частей) о х л а ж д а е т с я д о - 9 ^ С ; у в е л и ч е н и е д о л и С а С Ь в с м е с и 
до 143 частей с н и ж а е т ее т е м п е р а т у р у д о - 5 5 ^ С , 
Лля получения о х л а ж д а ю щ и х с м е с е й с о с н е г о м м о ж н о ис ­
пользовать также х л о р и д ы калия и натрия . 
1 . 1 2 . В Е С Ы И В З В Е Ш И В А Н И Е 
Взвешиванием п о с т о я н н о п р и х о д и т с я п о л ь з о в а т ь с я в л а б о р а ­
торной р а б о т е . В з а в и с и м о с т и от т о ч н о с т и , с к о т о р о й п р о в о ­
дится взвешивание, р а з л и ч а ю т и г р у п п ы в е с о в . Одни предна­
значены для г р у б о г о взвешивания ( т о ч н о с т ь д о 1 г ) , д р у г и е д л я 
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более точного (до 1 ivir) . К первым о т н о с я т с я чашечные и ци­
ферблатные весы, ко вторым — технохимические и технические 
весы. С а м ы е точные — аналитические в е с ы п о з в о л я ю т опреде­
лять м а с с у с т о ч н о с т ь ю д о долей м и л л и г р а м м а . 
Лля каждых весов имеется свой разновес — н а б о р гирь раз­
ной массы . В разновесе для чашечных в е с о в м о г у т б ы т ь гири от 
1 кг до 1 г. В разновесах для технохимических и аналитических 
весов и м е ю т с я гири от 500 г д о 1 г. 
Одно из главных правил р а б о т ы на в е с а х — установка их в 
правильном положении по у р о в н ю или о т в е с у . Л л я регулиров­
ки положения и с п о л ь з у ю т передние винтовые подпорки весов. 
Н е о б х о д и м о и с к л ю ч и т ь и в и б р а ц и ю в е с о в . 
На всех весах о б ы ч н о указана предельная нагрузка, превы­
шать к о т о р у ю не рекомендуется . Нуль в е с о в о б я з а т е л ь н о прове­
ряется перед р а б о т о й . А р р е т и р весов можно поднимать только 
при нахождении стрелки указания на нуле. Нуль весов кор­
ректируется тарировочными винтами на к о р о м ы с л е или регу­
лировочной гайкой. В е с ы .могут б ы т ь о д н о ч а ш е ч н ы е , например 
В Л Т К - 5 0 0 , и двучашечными — В Л Р - 2 0 0 . Взвешивание на одно-
чашечных весах проводится б ы с т р е е и п р о щ е . В е с ы не т р е б у ю т 
разновеса, счетчик и оптическое у с т р о й с т в о у к а з ы в а ю т .массу 
объекта , помещенного на чашку п о с л е м е х а н и ч е с к о г о п о д б о р а 
встроенных в весы гирь . 
При р а б о т е с двучашечными весами взвешиваемый объект 
кладут на л е в у ю чашку, а гири — на п р а в у ю . П р и использова­
нии аналитического разновеса гири из него б е р у т т о л ь к о пинце­
том. На аналитических весах груз должен н а х о д и т ь с я в какой-
либо таре ( б ю к с , тигель, ч а с о в о е стекло , к о р о б о ч к а из кальки и 
др . ) . П е р е д взвешиванием о п р е д е л я ю т м а с с у т а р ы . Г р у з в таре 
помещают , как и разновесы, на середину чашек в е с о в . Взвеши­
вание на аналитических весах п р о в о д и т с я при закрытых двер ­
ках весов . П о с л е взвешивания разновесы у б и р а ю т с я в футляр, 
весы в ы к л ю ч а ю т с я из сети. 
В е с ы всегда, должны быть чистыми, для ч е г о их п р о т и р а ю т 
мягкой тряпкой, а с о р у д а л я ю т кисточкой. 
На аналитических весах нельзя взвешивать в о т к р ы т ы х сосу ­
дах летучие вещества , д е й с т в у ю щ и е на материал в е с о в . Перио­
дически весы подлежат проверке специалистами м е т р о л о г а м и . 
В л а б о р а т о р и я х часто и с п о л ь з у ю т для взвешивания и т о р -
зионные, или пружинные весы. На них м о ж н о б ы с т р о опреде­
лить массу маленьких образцов (до 1 г ) различных материалов . 
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Лодочка для г р у з а у э т и х в е с о в з а к л ю ч е н а в в и т р и н у , как и у 
аналитических. Т о р з и о н н ы е в е с ы б ы в а ю т д в у х т и п о в : с непо­
движной шкалой и п о д в и ж н о й с т р е л к о й и с п о д в и ж н о й ш к а л о й 
и неподвижной с т р е л к о й . 
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Г л а в а 2 
М Е Т О Д Ы Р А З Д Е Л Е Н И Я В Е Щ Е С Т В 
Разделение п о в с е м е с т н о и с п о л ь з у ю т в б и о х и м и ч е с к о й прак­
тике для выделения, очистки , идентификации, количественно­
го определения, препаративного , накопления как отдельных ве­
ществ , так и клеток и с у б к л е т о ч н ы х к о м п о н е н т о в . О н о может 
быть основано на различных принципах в з а в и с и м о с т и от кото­
рых созданы разнообразные м е т о д ы разделения. 
2 . 1 . Д И А Л И З И М О Л Е К У Л Я Р Н А Я Ф И Л Ь Т Р А Ц И Я 
Разделение молекул по их величине в р а с т в о р а х осуществля­
ю т с п о м о щ ь ю полупроницаемых м е м б р а н . В о д а и небольшие 
молекулы п р о х о д я т через м е м б р а н у , а крупные м о л е к у л ы задер­
ж и в а ю т с я е ю . 
Наиболее известным приемом является диализ , при котором 
водный р а с т в о р , с одержащий молекулы разной величины, поме­
щ а ю т в мешочек из целлофана и п о г р у ж а ю т в в о д у или в буфер­
ный р а с т в о р . М а л ы е молекулы в ы х о д я т из мешка наружу через 
мембрану , пока их концентрации внутри и с н а р у ж и мешка не 
станут одинаковыми. Меняя в н е ш н ю ю с р е д у , м о ж н о д о б и т ь с я 
концентрирования или разбавления р а с т в о р а в мешке. 
Лля концентрирования в е щ е с т в а внутри мешка применяют 
также обратный диализ. Например , мешок с разбавленным рас­
т в о р о м белка п о м е ш а ю т в с у х о й , в о д о р а с т в о р и м ы й полимер , не 
способный проникнуть ч е р е з м е м б р а н у (полиэтиленгликоль , са­
хароза ) , но о т т я г и в а ю щ и й в о д у из него . 
В ы п у с к а ю т с я специальные т р у б к и для диализа , изготовлен­
ные из пленок, п р о п у с к а ю щ и х в е щ е с т в а с м о л е к у л я р н о й мас­
сой от бООО до 14000. Лля о б е с с о л и в а н и я и концентрирования 
значительных о б ъ е м о в р а с т в о р о в и с п о л ь з у ю т п о л и м е р н ы е мем­
браны с размером пор от 2 до 100 А ° . Они значительно тоньше 
мембранных фильтров из н и т р о ц е л л ю л о з ы или стекловолокна 
и п о э т о м у закреплены на более т о л с т о м п о д д е р ж и в а ю щ е м слое . 
Молекулы растворителя и проникающих в е щ е с т в п р о х о д я т че­
рез такие ме.мбраиы в результате диффузии, но с к о р о с т ь потока 
через них очень мала. На практике движущая с и л а разделения 
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Рис. 2 , 1 . У с т р о й с т в о д л я м о л е к у л я р н о й ф и л ь т р а ц и и . 
/ — в н е ш н е е д а в л е н и е , 5 — б о л ь ш и е м а к р о м о л е к у л ы , — м о л е ­
к у л ы р а с т в о р и т е л я и п р о н и к а ю щ и х в е щ е с т в , 4 — м е м б р а н а . 
обеспечивается не г р а д и е н т о м концентрации, а г и д р о с т а т и ч е ­
ским давлением ( р и с . 2 .1 ) . П р и давлении 2 0 0 - 4 0 0 кПа, прило ­
женном к жидкости , с к о р о с т ь ее п о т о к а через фильтр д о с т а т о ч ­
но высокая. Т а к а я у л ь т р а ф и л ь т р а ц и я п р о с т а , э к о н о м и ч н а и по­
зволяет п о д д е р ж и в а т ь о п т и м а л ь н ы е у с л о в и я д л я в ы д е л я е м о г о 
продукта. Opfa не т р е б у е т изменения р Н , ионной силы р а с т в о ­
ра, перевода п р о д у к т о в в д р у г у ю фазу и п о э т о м у ш и р о к о при­
меняется для в ы д е л е н и я м а л о с т а б и л ь н ы х п р о д у к т о в . 
2 . 2 Ц Е Н Т Р И Ф У Г И Р О В А Н И Е 
Центрифугирование и с п о л ь з у ю т для разделения м н о г о к о м ­
понентных жидких с м е с е й , к л е т о ч н ы х компонентов на фракции, 
а также для определения м о л е к у л я р н о й м а с с ы ряда б и о п о л и м е ­
ров. 
Разделение в е щ е с т в ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м о с н о в а н о на том, 
что скорости о с е д а н и я ч а с т и ц в ц е н т р о б е ж н о м поле зависят о т 
их размеров, ф о р м ы и п л о т н о с т и . Величина центробежной силы 
определяется с к о р о с т ь ю вращения р о т о р а центрифуги и ради-
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у с о м вращения. Поскольку имеется м н о г о м а р о к центрифуг , то 
для сравнения условий центрифугирования принято указывать 
относительное центробежное ускорение , или фактор разделе­
ния, выраженный в 981 с м / с ^ . Лля примерных р а с ч е т о в фактора 
разделения о б ы ч н о п о л ь з у ю т с я н о м о г р а м м а м и или таблицами, 
которые п р и л а г а ю т с я к каждому р о т о р у . Р а с ч е т времени осе­
дания частиц п р о в о д я т по уравнению С т о к с а , видоизмененному 
Т . С в е д б е р г о м и В. Н и к о л о с о м : 
где t — время, мин; г} — вязкость ж и д к о с т и , Н • с /м^ (1пуаз= 
ОД Н •C/M^);XI И 2:2 — н а ч а л ь н ы й И конечный р а д и у с ы вращения, 
см; N — ч и с л о о б о р о т о в р о т о р а в минуту; г — р а д и у с частицы, 
см; dp и dm —удельные п л о т н о с т и частицы и с р е д ы , г / с м ^ ; К — 
константа (для частиц ш а р о о б р а з н о й ф о р м ы Л '=94б ) . 
С у щ е с т в у ю т д в а типа центрифуг — п р е п а р а т и в н ы е и анали­
тические. Аналитические центрифуги с н а б ж е н ы о п т и ч е с к о й си­
стемой, п о з в о л я ю щ е й установить р а с п р е д е л е н и е концентраций 
в л ю б о й момент центрифугирования. 
При использовании препаративных центрифуг т р е б у е т с я 
фракционирование центрифужных ячеек и измерение концентра­
ций в кгьждой фракции. 
2 . 2 . 1 . Препаративное центрифугирование 
Препаративное центрифугирование бывает низкоскоростное 
(до 20 ООО д) и в ы с о к о с к о р о с т н о е ( с в ы ш е 20 ООО д). Н и з к о с к о р о с т ­
ное можно разделить на п р о с т о е и дифференциальное . При про­
стом центрифугировании д о б и в а ю т с я полного о саждения всех 
частиц, находящихся в р а с т в о р е . Дифференциальное центри­
фугирование позволяет постепенно о т д е л я т ь все б о л е е мелкие 
частицы при у в е л и ч и в а ю щ и х с я с к о р о с т я х . Е г о широко приме­
няют для разделения клеточных органелл. 
В ы с о к о с к о р о с т н о е центрифугирование п о д р а з д е л я ю т на про­
стое , дифференциальное и центрифугирование в г р а д и е н т е плот­
ности, который м о ж е т быть непрерывным и ступенчаты.м, С т у ­
пенчатые градиенты м о г у т быть п р о с т ы е ( д в а - три слоя различ­
ной плотности ) и сложные ( б о л е е трех с л о е в ) . Центрифугирова ­
ние в градиенте плотности о с у щ е с т в л я е т с я разными способг .ми. 
Р а з л и ч а ю т зональное , изопикническое и р а в н о в е с н о е центрифу­
гирование в градиенте плотности . 
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Зональное центрифугирование и с п о л ь з у ю т для р а з д е л е н и я ча ­
стиц по размеру. П р и э т о м в н е п р е р ы в н о м г р а д и е н т е п о л у ч а е т ­
ся ряд дискретных п о л о с и с с л е д у е м ы х фракций. 
Изопикническое центрифугирование п р и м е н я ю т д л я р а з д е л е ­
ния частиц с разной п л а в у ч е й п л о т н о с т ь ю , к о т о р а я з а в и с и т о т 
соотношения ф о р м ы , р а з м е р о в и у д е л ь н о й п л о т н о с т и р а з д е л я ­
емых веществ, и от п л о т н о с т и ж и д к о г о компонента . В ы д е л я е ­
мые компоненты не б у д у т о с а ж д а т ь с я , е с л и ц е н т р о б е ж н а я си ­
ла уравновешена с и л о й д и ф ф у з и и . Т а к о е с о с т о я н и е н а з ы в а е т ­
ся изопикнической т о ч к о й . И з о п и к н и ч е с к о е ц е н т р и ф у г и р о в а н и е 
может п р о в о д и т ь с я в г р а д и е н т е и без него . И с п о л ь з у я г р а д и е н т , 
можно д о б и т ь с я п о л о ж е н и я , в к о т о р о м каждый компонент ока­
жется в результате ц е н т р и ф у г и р о в а н и я в с в о е й изопикнической 
точке. М е т о д ш и р о к о п р и м е н я е т с я для разделения м е м б р а н н ы х 
фракций из клеток. 
При равновесном центрифугировании в г р а д и е н т е п л о т н о с т и 
образец с м е ш и в а ю т с к о н ц е н т р и р о в а н н ы м р а с т в о р о м с о л и тя ­
желого металла и ц е н т р и ф у г и р у ю т . О б р а з у е т с я г р а д и е н т п л о т ­
ности соли, и о б р а з е ц о к а з ы в а е т с я в изопикнической точке . 
2*2.2* А н а л и т и ч е с к о е цетрифугирование 
Аналитическое ц е н т р и ф у г и р о в а н и е п р и м е н я ю т для о п р е д е ­
ления молекулярной м а с с ы , п л о т н о с т и и ф о р м ы м а к р о м о л е к у л . 
В аналитических ц е н т р и ф у г а х и м е ю т с я различные о п т и ч е ­
ские системы, д а ю щ и е и з о б р а ж е н и е ( с е д и м е н т о г р а м м у ) , ис ­
пользуемое для р а с ч е т а концентрации м о л е к у л на о т д е л ь н ы х 
уровнях ячейки. Э т о д а е т в о з м о ж н о с т ь о п р е д е л и т ь м о л е к у л я р ­
ную массу по ф о р м у л е при п о м о щ и уравнения: 
^ ^ 420R7\iC2/Ci) 
где М — молекулярная м а с с а , R — у н и в е р с а л ь н а я газовая по­
стоянная ( 8 , 3 1 4 д ж • м о л ь " ^ • гр .~^ ) , Т—абсолютная т е м п е р а т у ­
ра (^Л'), г; — у д е л ь н ы й парциальный о б ъ е м (для б о л ь ш и н с т в а 
белков 0,74 с м ^ / г ) , С 2 и C i — концентрации в е щ е с т в а на рас ­
стоянии от ц е н т р а в р а щ е н и я х^ и х^ ( с м ) с о о т в е т с т в е н н о , d — 
плотность ж и д к о с т и ( г / с м ^ ) , N — ч и с л о о б о р о т о в р о т о р а в ми­
нуту. 
2 . 3 . Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
Х р о м а т о г р а ф и я ш и р о к о применяется для качественного и 
количественного анализа с л о ж н ы х с м е с е й , идентификации ве -
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ществ и проверки их ч и с т о т ы и о д н о р о д н о с т и , очистки веществ 
от примесей, концентрирования веществ из с м е с е й и разбавлен­
ных р а с т в о р о в . 
Таблица 2,1. К л а с с и ф и к а и и л х р о м а т о г р а ф и ч е с к и х м е т о д о в 
п о а г р е г а т н о м у с о с т о я н и ю ф а з 
Н е п о д в и ж н а я П о д в и ж н а я Н а з в а н и е м е т о д а 
фаза фаза 
Т в е р д а я Ж и д к а я А д с о р б ц и о н н а я х р о м а т о г р а ф и я ж и д ­
к о с т е й и р а с т в о р о в ; и о н о о б м е н н а я 
х р о м а т о г р а ф и я ; о с а д о ч н а я х р о м а т о ­
г р а ф и я ; а ф и н н а я х р о м а т о г р а ф и я 
Т в е р д а я Г а з о о б р а з н а я Г а з о в а я а д с о р б ц и о н н а я х р о м а т о ­
г р а ф и я 
Ж и д к а я Ж и д к а л Ж и д к о с т н а я р а с п р е д е л и т е л ь н а я 
х р о м а т о г р а ф и я 
Ж и д к а я Г а з о о б р а з н а я Г а з о - ж и д к о с т н а я р а с п р е д е л и т е л ь н а я 
х р о м а т о г р а ф и я 
Принцип х р о м а т о г р а ф и и с о с т о и т в т о м , ч т о с м е с ь веществ 
помещается в с и с т е м у из д в у х н е с м е щ и в а ю щ и х с я фаз (подвиж­
н у ю и неподвижную) , где разделение молекул п р о и с х о д и т в за­
висимости от их с п о с о б н о с т и а д с о р б и р о в а т ь с я на неподвижной 
фазе (адсорбционная х р о м а т о г р а ф и я ) или в з а в и с и м о с т и от раз­
ницы в коэффициентах распределения молекул между подвиж­
ной и неподвижной фазами ( р а с п р е д е л и т е л ь н а я х р о м а т о г р а ­
фия), к о т о р ы е м о г у т б ы т ь различны по а г р е г а т н о м у с о с т о я н и ю 
(табл . 2.1.) . 
Х р о м а т о г р а ф и ч е с к и е м е т о д ы , применяемые в биохимической 
практике, в е с ь м а разнообразны. К р а т к о р а с с м о т р и м важней­
шие из них, 
2 . 3 . 1 . Адсорбционная хроматография 
Адсорбционная хроматография о с н о в а н а на различной с о р б ­
ции (связывании) растворенных в е щ е с т в на п о в е р х н о с т и твер ­
д о й неподвижной фазы. С к о р о с т ь движения молекул веществ в 
подвижной фазе находится в о б р а т н о й з а в и с и м о с т и от прочно­
сти связывания с неподвижной фазой. К а д с о р б ц и о н н о й хрома­
тографии о т н о с я т х р о м а т о г р а ф и ю жидкостей и р а с т в о р о в на ко­
лонках с а д с о р б е н т а м и , и о н о о б м е н н у ю , т о н к о с л о й н у ю , аффин­
н у ю , г а з о в у ю хро.матографии. 
2 . 3 . 1 . 1 . Ж И Л К О С Т Н А Я А Д С О Р Б Ц И О Н Н А Я Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
Ж и д к о с т н а я адсорбционная х р о м а т о г р а ф и я на колонках яв­
ляется с а м ы м с т а р ы м х р о м а т о г р а ф и ч е с к и м методо.м и основа -
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на на разной степени а д с о р б ц и и в е щ е с т в , н а х о д я щ и х с я в с м е с и . 
При пропускании р а с т в о р е н н о й с м е с и в е щ е с т в ч е р е з колонку , 
заполненную а д с о р б е н т о м , в ней о б р а . з у ю т с я в н и с х о д я щ е м по ­
рядке полосы, п о л о ж е н и е к о т о р ы х о п р е д е л я е т с я а д с о р б ц и о н н о -
стью компонентов с м е с и . Ч е м п р о ч н е е с в я з ы в а н и е с а д с о р б е н ­
том, тем медленнее д в и ж е т с я в е щ е с т в о . 
Колонки для ж и д к о с т н о й х р о м а т о г р а ф и и и з г о т о в л я ю т с я из 
стекла или д р у г и х м а т е р и а л о в и м о г у т р а з л и ч а т ь с я по диа­
метру и длине. Н а дне колонки и м е е т с я прокладка , н а д к о т о ­
рой расположен п о р и с т ы й с о р б е н т - н о с и т е л ь . В к а ч е с т в е с о р ­
бента и с п о л ь з у ю т окись а л ю м и н и я , с и л и к а г е л ь , активирован ­
ный уголь, кальций-фосфатный гель , г и д р о к с и а п а т и т и д р . С к о ­
рость подачи р а с т в о р а в колонку и с т о к а из нее р е г у л и р у е т с я . 
Лля х о р о ш е г о разделения н е о б х о д и м о с о б л ю д а т ь р я д т р е б о ­
ваний. 
Колонка д о л ж н а б ы т ь п е р е д заполнением с о р б е н т о м ч и с т о й 
и абсолютно с у х о й . 
Необходимо д о б и т ь с я о д н о р о д н о с т и ч а с т и ц с о р б е н т а . П р е д ­
варительно они д о л ж н ы б ы т ь р а з д е л е н ы на фракции о п р е д е ­
ленных размеров . К о л о н к у з а п о л н я ю т с у х и м с о р б е н т о м , л и б о 
суспензией. И н о г д а с о р б е н т д о л ж е н н а б у х а т ь в р а с т в о р и т е л е 
несколько ч а с о в . При заполнении колонки с л е д у е т и з б е г а т ь пу­
зырьков, раковин, незаполненных п р о с т р а н с т в . О с о б е н н о р я д о м 
со стенкой колонки. 
На колонку, з а п о л н е н н у ю с о р б е н т о м и р а с т в о р и т е л е м , нано­
сится небольшой с л о й о б р а з ц а , п о с л е ч е г о ч е р е з нее п р о п у с ­
кают р а с т в о р и т е л ь . Е с л и колонку заполнили очень мелкими 
частицами, т о они о к а з ы в а ю т р а с т в о р и т е л ю значительное с о ­
противление, п о э т о м у х р о м а т о г р а ф и р о в а н и е п р о в о д я т п о д да ­
влением. 
Элюировать р а з д е л и в ш и е с я компоненты с колонки м о ж н о ли­
бо одним р а с т в о р и т е л е м , п о с т о я н н о п р о п у с к а я его ч е р е з колон­
ку, либо попеременно несколькими р а с т в о р и т е л я м и , что позво ­
ляет получить о п р е д е л е н н ы е компоненты в м а л о м о б ъ е м е э л ю -
ата. Часто п р и м е н я ю т и г р а д и е н т н о е э л ю и р о в а н и е . 
2 . 3 . 1 . 2 . И О Н О О Б М Е Н Н А Я Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
В качестве неподвижной фазы в и о н о о б м е н н о й х р о м а т о г р а ­
фии и с п о л ь з у ю т и о н о о б м е н н ы е с м о л ы ( и о н и т ы ) — в ы с о к о м о л е ­
кулярные в е щ е с т в а , н е с у щ и е о т р и ц а т е л ь н ы й или п о л о ж и т е л ь ­
ный заряд л и б о с о д е р ж а щ и е различные функциональные груп-
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пы. Ионообменники практически н е р а с т в о р и м ы в в о д е и обыч­
ных растворителях , механически прочные и у с т о й ч и в ы е к воз­
д е й с т в и ю некрепких кислот и щелочей . 
Принцип ионообменной х р о м а т о г р а ф и и с о с т о и т в том , что за­
ряженные молекулы о б р а т и м о а д с о р б и р у ю т с я ионообменником, 
причем молекулы м о г у т с в я з ы в а т ь с я и а д с о р б и р о в а т ь с я в зави­
с и м о с т и от ионного с о с т а в а с р е д ы . 
Если группы ионообменников заряжены отрицательно , они 
б у д у т обменивать положительные ионы. Такие иониты назы­
в а ю т с я катионитами. Если заряд группы положительный, то 
ионит будет обменивать анионы. В э т о м с л у ч а е их называют 
анионитами. С у щ е с т в у ю т и амфотерные иониты, с п о с о б н ы е об­
менивать как катионы, так и анионы — а м ф о л и т ы . 
Ионообменный процесс можно и з о б р а з и т ь с л е д у ю щ и м и реак­
циями. 
Катионный обмен: RAn"'H+-Н Na^^-Ь С Г ^ R A n ^ N a + - f Н + - Ь С Г . 
Анионный обмен: R K f ^ O H " 4 - N a + - Ь С Г ^ R K t + C I " - h N a ^ + O H " . 
R — п о л и м е р н ы й радикал, а A n " и K t " ^ его ионогенные группы 
или фиксированный ион. 
Разделение на ионообменниках п р о в о д я т в две стадии. На 
первой заряженные соединения с т а б и л ь н о с в я з ы в а ю т с я с ионо-
обменником при пропускании р а с т в о р а ч е р е з колонку. Срод­
с т в о к ионообменнику какого -то в е щ е с т в а з а в и с и т от его соб­
ственных электрических с в о й с т в и о т н о с и т е л ь н о г о сродства 
д р у г и х заряженных веществ в р а с т в о р и т е л е . 
На в т о р о й стадии связанное(ые) в е щ е с т в о ( а ) м о ж н о элюиро-
вать р а с т в о р о м с д р у г о й ионной с и л о й или рН. При этом про­
и с х о д и т конкуренция ионов за с в я з ы в а ю щ и й центр ионита, в 
результате к о т о р о й в е щ е с т в о , связанное на первом этапе, вы­
тесняется . У с л о в и я э л ю и р о в а н и я разные для к а ж д о г о вида свя­
занных молекул. 
На ионообменниках можно х р о м а т о г р а ф и р о в а т ь л ю б о е заря­
женное вещество . Ч а щ е их п р и м е н я ю т для разделения неболь­
ших органических молекул и ионов м е т а л л о в . Белки, полисаха­
риды, нуклеиновые кислоты р а з д е л я ю т с п о м о щ ь ю ионообмен­
ников на о с н о в е целлюлозы , д е к с т р а н а , полиакриламида . 
2 .3 .1 .3 . Т О Н К О С Л О Й Н А Я Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
Т о н к о с л о й н а я хроматография о с н о в а н а на разделении смеси 
в е щ е с т в при передвижении ее в токе р а с т в о р и т е л я (подвижная 
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Р и с . 2 . 2 . К а м е р а д л я т о н к о с л о й н о й х р о м а т о г р а ф и и . 
/ — к р ы ш к а , 2 — с т е к л я н н а я к а м е р а , 3—пластинка с с о р б е н ­
том, 4 — м е с т о н а н е с е н и я n p o 6 L d : , S — р а с т в о р и т е л ь . 
фаза) через тонкий ( 0 , 2 5 - 0 , 5 м м ) с л о й в е щ е с т в а с о р б е н т а (не­
подвижная фаза) , р а в н о м е р н о н а н е с е н н о г о на т в е р д у ю о с н о в у . 
Лля последней и с п о л ь з у ю т с я пластинки из стекла , пластика , 
фольги и др . М е х а н и з м р а з д е л е н и я в т о н к о м с л о е м о ж е т б ы т ь 
как адсорбционным, так и р а с п р е д е л и т е л ь н ы м , когда м о л е к у л ы 
сорбента покрыты тонки.м с л о е м ж и д к о с т и , п р о ч н о связянной с 
ним. 
Преимущества т о н к о с л о й н о й х р о м а т о г р а ф и и о п р е д е л я ю т с я 
большой р а з р е ш а ю щ е й с п о с о б н о с т ь ю м е т о д а , в ы с о к о й с к о р о ­
стью разделения, б о л ь ш о й ч у в с т в и т е л ь н о с т ь ю , п о з в о л я ю щ е й 
разделить малое к о л и ч е с т в о с л о ж н ы х с м е с е й , в о з м о ж н о с т ь ю 
разделения неполярных в е щ е с т в , ш и р о к и м а с с о р т и м е н т о м с о р ­
бентов, у с т о й ч и в о с т ь ю с л о я к а г р е с с и в н ы м п р о я в и т е л я м и на­
греванию, п р о с т о т о й в ы д е л е н и я в е щ е с т в с х р о м а т о г р а м м . 
Методика т о н к о с л о й н о й х р о м а т о г р а ф и и сравнительно п р о ­
ста. Пластинку с тонким с л о е м с о р б е н т а и нанесенньш о б р а з ­
цом помещают в к а м е р у ( р и с . 2.2) с р а с т в о р и т е л е м . Как т о л ь ­
ко фронт р а с т в о р и т е л я д о й д е т д о верхнего края пластины, ее 
вынимают из камеры и с у ш а т . И н о г д а и с п о л ь з у ю т д в у м е р н у ю 
хроматографию. 
Идентификация пятен в т о н к о с л о й н о й х р о м а т о г р а ф и и п р о в о ­
дится по величине R f (отноигение р а с с т о я н и я , пройденного пят­
ном, к р а с с т о я н и ю , п р о й д е н н о м у р а с т в о р и т е л е м ) , окраске , флу­
оресценции или п о с л е о б р а б о т к и различными реагентами, да­
ющими цветную реакцию с в е щ е с т в о м пятен. В е щ е с т в а можно 
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э л ю и р о в а т ь с с о р б е н т а с о о т в е т с т в у ю щ и м и растворителями . В 
качестве с о р б е н т о в и с п о л ь з у ю т с я силикагель , окись алюминия, 
кизельгур, целит, гипс, ц е л л ю л о з а , г и д р о о к и с ь кальция, полиа­
миды, сефадексы и д р . 
При в ы б о р е р а с т в о р и т е л я п о л ь з у ю т с я известными элюо-
тропными рядами ( табл . 2 .2 . ) , с о с т а в л е н н ы м и на основании элю-
и р у ю щ е й с п о с о б н о с т и р а с т в о р и т е л я . 
Таблица £.2, Э л ю о т р о п н ы й р я д п о Ш т а л ю 
Р а с т в о р и т е л ь Р а с т в о р и т е л ь 
п / п п / п 
1 Г е к с а н 7 Э ф и р 
2 Г е п т а н 8 Э т и л а ц е т а т 
3 Ц и к л о г е к с а н 9 П и р и д и н 
4 Ч е т ы р е х х л о р и с т ы й у г л е р о д 10 А ц е т о н 
5 Б е н з о л 1 1 Э т а н о л 
6 Х л о р о ф о р м 12 М е т а н о л 
1 3 В о д а 
О б ы ч н о применяются с и с т е м ы из нескольких растворителей. 
Р а с т в о р и т е л ь у д о б н о в ы б и р а т ь микроциркулярным способом. 
Д л я э т о г о на пластинку со с л о е м с о р б е н т а н а н о с я т несколько 
п р о б вещества на расстоянии 2 - 3 с м д р у г о т д р у г а и через 4 -
5 мин в к а ж д у ю точку капилляром п р и б а в л я ю т разные исследу­
емые растворители . П о с л е п р о с у ш к и и проявления отдельные 
компоненты с м е с и о б н а р у ж и в а ю т с я в виде циркулярного коль­
ца. В ы б и р а ю т т о т р а с т в о р и т е л ь , к о т о р ы й вызвал наилучшее 
разделение. 
2 .3 .1 .4 . А Ф Ф И Н Н А Я Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
Э т о вид адсорбционной х р о м а т о г р а ф и и , при к о т о р о й исполь­
зуется специфическое с р о д с т в о в ы д е л я е м о г о в е щ е с т в а и связы­
в а ю щ е й с я с ним определенным о б р а з о м молекулы (лиганда). 
Неподвижной фазой является н е р а с т в о р и м а я матрица , к кото­
рой ковалентной с в я з ь ю " п р и ш и т ы " м о л е к у л ы лиганда. 
Важным у с л о в и е м присоединения лиганда к матрице явля­
ется сохранение его связывающих с в о й с т в . Лиганды должны 
о б е с п е ч и в а т ь специфичное и о б р а т и м о е связывание выделяемой 
субстанции при концентрации ее в р а с т в о р е 10"^ - I C ^ M . 
Процесс аффинной х р о м а т о г р а ф и и с х е м а т и ч н о м о ж н о изо­
бразить с л е д у ю щ и м о б р а з о м (рис . 2 .3 ) . 
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Р и с . 2 .3 . В ы д е л е н и е в е щ е с т в а с п о м о щ ь ю а ф ф и н н о й х р о м а т о ­
г р а ф и и . 
1 — с п е ц и ф и ч н о е с в я з ы в а н и е л и г а н д а ( Л ) с в ы д е л я е м ы м в е щ е ­
с т в о м , 2—иммобилизация л и г а н д а н а м а т р и ц е , 3 — с в я з ы в а ­
ние в ы д е л я е м о г о в е щ е с т в а ( С ) п р и п р о п у с к а н и и с м е с и ч е р е з 
а ф ф и н н у ю к о л о н к у , 4 — д е с о р б ц и я в е щ е с т в а п р и а л ю и р о в а н и и 
с к о л о н к и . 
В аффинной х р о м а т о г р а ф и и м о ж н о и с п о л ь з о в а т ь для разде­
ления специфическое с р о д с т в о с л е д у ю щ и х п а р : 
© н з и м ы * — ^ c y б c т p a т н ы e а н а л о г и , и н г и б и т о р ы , к о ­
ф а к т о р ы 
а н т и т е л а ^ • а н т и г е н ы , в и р у с ы , к л е т к и ; 
л е к т и н * - • п о л и с а х а р и д ы , г л и к о п р о т е и н ы , к л е т к и и 
р е ц е п т о р ы на п о в е р х н о с т и ; 
г о р м о н ы ^ • р е ц е п т о р ы , п е р е н о с ч и к и б е л к о в , л е к т и -
м ы , с п е ц и ф и ч е с к и е б е л к и н а п о в е р х н о с т и 
к л е т о к ; 
в и т а м и н ы ^ • к л е т к и ; 
н у к л е и н о в ы е * -
к и с л о т ы 
к о н к а н а в а л и н А * 
- + к о м п л е м е н т а р н ы е б а з е п о с л е д о в а т е л ь н о ­
с т и н у к л е о т и д о в , г и с т о н ы , с в я з ы в а ю щ и е 
б е л к и ; 
— • п о л и с а х а р и д ы , г л и к о п р о т е и н ы . 
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Матрицы для аффинной х р о м а т о г р а ф и и и з г о т а в л и в а ю т чаще 
всего на о с н о в е с ефарозы . Они с т а б и л ь н ы при различных усло­
виях р а б о т ы , т .е . при различных значениях рН, детергентах, 
повышенных т е м п е р а т у р а х , органических р а с т в о р и т е л я х . 
Аффинная х р о м а т о г р а ф и я применяется для выделения и 
очистки определенной субстанции из с л о ж н о й с м е с и биомоле­
кул и позволяет выделить н е б о л ь ш о е к о л и ч е с т в о материала из 
б о л ь ш о г о о б ъ е м а с м е с и . С п о м о щ ь ю аффинной хроматографии 
можно отделить нативные ф о р м ы б и о м о л е к у л от денатуриро­
ванных, 
2 . 3 . 1 . 5 . Г А З О В А Я А Л С О Р В Ц И О Н Н А Я Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
Т е р м и н о м газовая х р о м а т о г р а ф и я о б о з н а ч а ю т п р о ц е с с раз­
деления компонентов с м е с и , н а х о д я щ и х с я в п а р о о б р а з н о м или 
газообразном с о с т о я н и и , подвижной фазой я в л я е т с я газ-носи­
тель . 
О с н о в н ы е требован ия к г а з у - н о с и т е л ю с о с т о я т в б о л е е низ­
кой а д с о р б и р у е м о с т и и химической и н е р т н о с т и по отношению 
к разделяемым компонентам с м е с и . В к а ч е с т в е газа-носителя 
применяют азот , в о д о р о д , гелий, аргон и д р у г и е газы. В каче­
стве а д с о р б е н т о в и с п о л ь з у ю т активированный у г о л ь , силика­
гель, а л ю м о г е л ь , тефлон, п о р и с т о е стекло , ц е о л и т ы и д р . 
Газовая х р о м а т о г р а ф и я позволяет разделить с л о ж н ы е смеси 
летучих низкокипящих у г л е в о д о р о д о в , с п и р т о в , жирных кислот, 
эфиров , а также о с у щ е с т в л я т ь анализ газовых с м е с е й . 
О с н о в н о е ее п р е и м у щ е с т в о перед ж и д к о с т н о й адсорбционной 
хроматографией з а к л ю ч а е т с я в б ы с т р о т е разделения смеси . 
Газовые х р о м а т о г р а ф ы с о с т о я т из с л е д у ю щ и х основных уз­
лов: 
1) источник газа -носителя с с и с т е м о й очистки и подачи в ко­
лонку, 
2) д о з а т о р для введения п р о б ы в колонку , 
3) х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я колонка, 
4) детектор с р е г и с т р а т о р о м . 
Х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я колонка п р е д с т а в л я е т с о б о й металли­
ч е с к у ю или стеклянную т р у б к у , заполненную гранулированным 
а д с о р б е н т о м . Ж и д к и е , твердые или г а з о о б р а з н ы е анали:зируе-
мые в е щ е с т в а вводят в разделительную колонку ч е р е з дозатор 
шприцем или микропипеткой. Ч е р е з т е р м о с т а т и р у е м у ю колон­
ку пропускается газ -носитель . В з а в и с и м о с т и от с р о д с т в а к не­
подвижной фазе компоненты с м е с и у д е р ж и в а ю т с я ею в разной 
4 2 
6 
Рис . 2.4. С х е м а а п п а р а т а г а з о в о й х р о м а т о г р а ф и и . 
/ — г а з - н о с и т е л ь , 2 — д о з а т о р ( и н ж е к т о р ) , 3—колонка, 
4 — т е р м о с т а т , 5 — д е т е к т о р , 6—самописец. 
степени, б л а г о д а р я чему и р а з д е л я ю т с я . Разделенные к о м п о ­
ненты выходят из колонки с п о т о к о м г а з а - н о с и т е л я и фиксиру ­
ются детектором (рис . 2 .4 ) . 
Методы определения фракций в д е т е к т о р е о с н о в а н ы на раз­
личной с п о с о б н о с т и г а з о в или п а р о в п р о в о д и т ь тепло или на 
измерении их э л е к т р о п р о в о д н о с т и п о с л е ионизации в д е т е к т о ­
ре. График з а в и с и м о с т и показаний д е т е к т о р а от времени на­
зывают выходной кривой , или х р о м а т о г р а м м о й . О н а з а п и с ы в а ­
ется на ленте с а м о п и с ц а . Е е пики с о о т в е т с т в у ю т сигналу д е ­
тектора во время в ы х о д а из колонки о п р е д е л я е м ы х компонен­
тов. Основой к а ч е с т в е н н о г о анализа при определенных экспе ­
риментальных у с л о в и я х с л у ж и т в р е м я удержания in, к о т о р о е 
отсчитывается от м о м е н т а в п у с к а п р о б ы д о появления м а к с и м у ­
ма пика. П л о щ а д ь пика, а и н о г д а и в ы с о т а с л у ж а т о с н о в н ы м и 
количественными х а р а к т е р и с т и к а м и компонентов с м е с и . Л л я 
количественного о п р е д е л е н и я н е о б х о д и м о п о с т р о и т ь к а л и б р о ­
вочный график: п р о х р о м а т о г р а ф и р о в а в различные к о л и ч е с т в а 
веществ, у с т а н о в и т ь з а в и с и м о с т ь м е ж д у п л о щ а д ь ю пика и ко ­
личеством в е щ е с т в а . 
2.3 .2 . Р а с п р е д е л и т е л ь н а л хроматография 
Распределительная х р о м а т о г р а ф и я о снована на с л е д у ю щ е м 
принципе: е сли д в е н е с м е ш и в а ю щ и е с я фазы н а х о д я т с я в кон-
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такте друг с д р у г о м и с р а с т в о р е н н ы м в е щ е с т в о м , т о послед­
нее будет распределяться между ними определенным образом, 
что количественно описывается коэффициентом распределения 
а, п р е д с т а в л я ю щ и м с о б о й отношение концентрации вещества в 
водной фазе (Св/ср) к концентрации в е щ е с т в а в неводной фазе 
(Сн/ср): 
В с л е д с т в и е различия в коэффициентах распределения веще­
ства б у д у т б ы с т р е е или медленнее д в и г а т ь с я с подвижной фазой 
растворителя . К распределительной х р о м а т о г р а ф и и относятся 
х р о м а т о г р а ф и я на бумаге , т онкослойная , гель-проникаю-щая, 
газожидкостная х р о м а т о г р а ф и и . 
Разделение х р о м а т о г р а ф и и на а д с о р б ц и о н н у ю и распредели-
т е л ь н у ю не очень с т р о г о , поскольку явления а д с о р б ц и и есть и 
в распределительной х р о м а т о г р а ф и и , х о т я и в небольшой сте­
пени. 
2 .3 .2 . 1 . Г А З О Ж И Д К О С Т Н А Я Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
Э т о чрезвычайно эффективный вид р а с п р е д е л и т е л ь н о й хро­
матографии, при к о т о р о й подвижной фазой является газ-носи­
тель , а неподвижной — жидкость . 
П р е и м у щ е с т в о газожидкостной х р о м а т о г р а ф и и перед газо­
адсорбционной с о с т о и т в лучшем разделении компонентов , в 
результате п о л у ч а ю т с я б о л е е узкие пики на х р о м а т о г р а м м а х . 
С п о м о щ ь ю газожидкостной х р о м а т о г р а ф и и м о ж н о анализиро­
вать почти все вещества , о б л а д а ю щ и е х о т я бы незначитель­
ной л е т у ч е с т ь ю , п о д о б р а в с о о т в е т с т в у ю щ у ю ж и д к у ю фазу и 
условия разделения. Ч у в с т в и т е л ь н о с т ь э т о г о м е т о д а позволя­
ет определить д о 10"^^ г в е щ е с т в а в п р о б е очень маленького 
о б ъ е м а . 
У с т р о й с т в о газожидкостного х р о м а т о г р а ф а принципиально 
не отличается от г а з о а д с о р б ц и о н н о г о . 
Ж и д к о й фазой х р о м а т о г р а ф и ч е с к о й колонки является слой 
т р у д н о л е т у ч е г о растворителя (неподвижная фаза) , который 
должен иметь м а л у ю вязкость , н е л е т у ч е с т ь при т е м п е р а т у р е ко­
лонки, х и м и ч е с к у ю т е р м о с т о й к о с т ь , д о с т а т о ч н у ю с п о с о б н о с т ь 
р а с т в о р я т ь разделяемые вещества . Э т и м т р е б о в а н и я м удовле-
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творяют вазелиновое и с и л и к о н о в о е м а с л о , т р и э т и л е н г л и к о л ь 
и др. 
В газожидкостной х р о м а т о г р а ф и и и с п о л ь з у ю т д в а т и п а к о ­
лонок—капиллярные и н а с а д о ч н ы е . В капиллярных колонках 
растворитель н а н о с и т с я на в н у т р е н н ю ю п о в е р х н о с т ь колонки. 
Насадочные колонки з а п о л н е н ы с о р б е н т о м - н о с и т е л е м с тонким 
слоем растворителя на п о в е р х н о с т и . Н о с и т е л ь д о л ж е н б ы т ь о д ­
нородно п о р и с т ы м , а д с о р б ц и о н н о и к а т а л и т и ч е с к и и н е р т н ы м к 
разделяемым в е щ е с т в а м и х о р о ш о у д е р ж и в а т ь р а с т в о р и т е л ь . В 
качестве носителей п р и м е н я ю т п о р о ш о к т е ф л о н а , д и а т о м о в у ю 
землю, с ф е р о х р о м ы , п о л и х р о м ы , целит-545 , х р о м о с о р б и д р . 
Заполненные колонки н а г р е в а ю т с я д о т е м п е р а т у р ы , д о с т а ­
точной для испарения и с с л е д у е м о й п р о б ы . Э т а т е м п е р а т у р а 
должна о с т а в а т ь с я неизменной при разделении с м е с и на к о л о н ­
ке. 
Анализ фракций т а к о й ж е , как в г а з о а д с о р б ц и о н н о й х р о м а -
торграфии. 
2 . 3 . 2 . 2 . Г Е Л Ь - П Р О Н И К А Ю Щ А Я Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я 
Этот вид х р о м а т о г р а ф и и м о ж н о о т н е с т и к р а с п р е д е л и т е л ь ­
ной, где разделение с м е с и м о л е к у л , и м е ю щ и х р а з л и ч н ы е раз ­
меры, п р о и с х о д и т м е ж д у р а с т в о р и т е л е м (подвижная фаза) и ге ­
лем (неподвижная ф а з а ) , з а п о л н я ю щ и м колонку . Г е л ь с о с т о и т 
из мелких ч а с т и ц и н е р т н о г о м а т е р и а л а , и м е ю щ и х п о р ы . Е с л и 
раствор, с о д е р ж а щ и й м о л е к у л ы разной величины п р о п у с к а т ь 
через такой м а т е р и а л , т о м о л е к у л ы , величина к о т о р ы х превы­
шает размеры п о р геля , не п р о н и к а ю т в него и с в о б о д н о дви­
гаются между ч а с т и ц а м и геля в м е с т е с р а с т в о р и т е л е м . Б о л е е 
мелкие молекулы п р о н и к а ю т в ч а с т и ц ы геля в разной степени, 
что зависит от их р а з м е р а и ф о р м ы ( р и с . 2 .5) . 
Молекулы э л ю и р у ю т с я с колонки геля б у ф е р о м в порядке 
уменьшения их р а з м е р о в и м о л е к у л я р н о г о веса , п о с к о л ь к у круп­
ные молекулы перехмещаются с б о л ь ш е й с к о р о с т ь ю , чем мелкие, 
движение к о т о р ы х п о с т о я н н о т о р м о з и т с я диффузией в гель . 
В гельфильтрации и с п о л ь з у ю т гели с определенным разме ­
ром пор, о б л а д а ю щ и е м е х а н и ч е с к о й п р о ч н о с т ь ю , не и м е ю щ и е 
заряда и х и м и ч е с к и и н е р т н ы е к анализируемым в е щ е с т в а м . 
Обычно п р и м е н я ю т гели на о с н о в е д е к с т р а н а ( с е ф а д е к с ы ) , ага-
розы ( с е ф а р о з ы ) , п о л и а к р и л а м и д а . Э т и гели н а б у х а ю т в в о д е 
и некоторых о р г а н и ч е с к и х р а с т в о р и т е л я х , но не в ч и с т ы х с п и р -
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/ — ч а с т и ц а г е л я ; 2—молекулы, м е н ь ш и е , ч е м п о р ы г е л я ; 3 — 
м о л е к у л ы б о л ь ш и е , ч е м п о р ы г е л я . С т р е л к а м и у к а з а н о н а п р а ­
в л е н и е д в и ж е н и я с м е с и ч е р е з к о л о н к у . 
тах, углеводородах и большинстве полярных и неполярных рас­
творителей. Для гельфильтрации в полярных растворителях 
применяют стирагель, биодедс, а в неполярных — метиллиро-
ванный сефадекс. 
Мягкие условия разделения позволяют применять гельфиль-
трацию для очистки и разделения белков, ферментов, гормонов, 
нуклеиновых кислот и других соединений. Этим методом можно 
определять и молекулярные массы веществ. Пределы молеку­
лярных масс, в которых происходит фракционирование, зависят 
от размера пор. 
Гель-проникающая хроматография используется и для кон­
центрирования макромолекул в солевых растворах. Лля этого 
в раствор добавляют сухие гранулы с раз.мерами пор меньше, 
чем размер молекул. 
2 . 3 . 2 . 3 . Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я Н А Б У М А Г Е 
При этом виде хроматографии распределение веществ проис­
ходит между водой, связанной целлюлозой (неподвижная вод­
ная фаза) и растворителем, передвигающИхМся по бумаге (по-
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движная органическая фаза ) . 
Сорта бумаги для х р о м а т о г р а ф и и р а з л и ч а ю т с я по п л о т н о с т и 
и толщине, от к о т о р ы х з а в и с я т с к о р о с т ь разделения и в о з м о ж ­
ность разделить б о л ь щ е е или м е н ь ш е е к о л и ч е с т в о в е щ е с т в . 
Техника и о б о р у д о в а н и е ч р е з в ы ч а й н о п р о с т ы . Н а ш и р о к о й 
или узкой полоске , квадрате или к р у г е из х р о м а т о г р а ф и ч е с к о й 
бумаги простым к а р а н д а ш о м о т м е ч а ю т м е с т о с т а р т а , куда на­
носят небольшое к о л и ч е с т в о р а с т в о р а с м е с и и в ы с у ш и в а ю т ее. 
Затем х р о м а т о г р а м м у п о м е щ а ю т в г е р м е т и ч н у ю камеру с р а с ­
творителем. Капиллярные силы о б у с л о в л и в а ю т д в и ж е н и е рас ­
творителя по бумаге , к о т о р о е м о ж е т б ы т ь как в о с х о д я щ и м , так 
и нисходящим, в з а в и с и м о с т и о т р а с п о л о ж е н и я б у м а г и и рас ­
творителя в камере . В е щ е с т в а из с м е с и п е р е м е щ а ю т с я в напра­
влении движения р а с т в о р и т е л я . Как т о л ь к о ф р о н т р а с т в о р и т е ­
ля подойдет к к р а ю х р о . м а т о г р а м м ы , се в ы н и м а ю т из камеры 
и тщательно в ы с у ш и в а ю т о т п а р о в р а с т в о р и т е л я . Н а х р о м а -
тограмме о т м е ч а ю т фронт р а с т в о р и т е л я и о т д е л ь н ы е пятна ве­
ществ, которые видны с р а з у или п р о я в л я ю т с я п о с л е о б р а б о т к и 
соответствующими р е а к т и в а м и . Л л я идентификации о т д е л ь н ы х 
веществ на х р о м а т о г р а м м е с р а в н и в а ю т их R f с R f пятен стан­
дартных свидетелей , к о т о р ы е также н а н о с я т с я на х р о м а т о г р а м ­
му перед разделением. Ч е м ниже коэффициент р а с п р е д е л е н и я 
у вещества, тем б о л ь ш е б у д е т величина R f , и н а о б о р о т . В е ­
личина R f зависит от с о с т а в а р а с т в о р и т е л я , бумаги , у с л о в и й 
разделения, и по ней нельзя о к о н ч а т е л ь н о с у д и т ь о б идентифи­
кации соединения. Л л я э т о г о д о п о л н и т е л ь н о и с п о л ь з у ю т специ­
фические цветные реакции, различные с и с т е м ы р а с т в о р и т е л е й , 
флуоресценцию пятен в у л ь т р а ф и о л е т е . 
Если вещества не р а з д е л я ю т с я в о д н о м р а с т в о р и т е л е , ч а с т о 
применяется д в у м е р н а я х р о м а т о г р а ф и я на бумаге . С у т ь мето ­
да в том, что п о с л е хро .матографирования в о д н о м направлении 
бумагу в ы с у ш и в а ю т и п р о п у с к а ю т д р у г о й р а с т в о р и т е л ь в на­
правлении, перпендикулярном н а п р а в л е н и ю движения п е р в о г о 
растворителя. П р и м е н я е т с я в о с н о в н о м для разделения низко­
молекулярных о р г а н и ч е с к и х соединений. 
2 , 4 . Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З 
Лвижение заряженных ч а с т и ц в р а с т в о р е п о д д е й с т в и е м элек­
трического поля н а з ы в а ю т э л е к т р о ф о р е з о м . М н о г и е биополи­
меры имеют заряженные группы и п о э т о м у с п о с о б н ы передви­
гаться в э л е к т р и ч е с к о м поле . Лвижение частиц при э л е к т р о -
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форезе зависит от м о л е к у л я р н о г о в е с а , р а з м е р а , формы, кон­
центрации, э л е к т р и ч е с к о г о заряда , степени диссоциации и ги­
дратации самих частиц, о т вязкости , рН, т е м п е р а т у р ы и ионной 
силы среды, о т напряженности э л е к т р и ч е с к о г о поля и некото­
рых других характеристик . П о д в и ж н о с т ь ч а с т и ц ы определяет­
ся как отношение с к о р о с т и ее движения к напряженности поля. 
Различия в э л е к т р о ф о р е т и ч е с к о й п о д в и ж н о с т и п о з в о л я ю т про­
странственно разделять компоненты с м е с и . 
С у щ е с т в у ю т несколько типов э л е к т р о ф о р е з а . 
2 . 4 . 1 . З о н а л ь н ы й электрофорез 
В зональном э л е к т р о ф о р е з е и с с л е д у е м ы й о б р а з е ц наносится 
в виде пятна или тонкого слоя р а с т в о р а на определенный носи­
тель и помешается в э л е к т р и ч е с к о е поле . М о л е к у л ы , содержа­
щиеся в р а с т в о р е , п е р е м е щ а ю т с я по н о с и т е л ю или через него. В 
качестве носителя и с п о л ь з у ю т б у м а г у , п р о и з в о д н ы е целлюло­
зы, различные гели. Б у м а г а и с п о л ь з у е т с я для низковольтного 
э л е к т р о ф о р е з а некоторых белков и в ы с о к о в о л ь т н о г о электро-
форетического разделения а м и н о к и с л о т и пептидов . При этом 
нежелателен разогрев носителя , п о э т о м у н е о б х о д и м а система 
его охлаждения. 
Ч а с т о применяется э л е к т р о ф о р е з на пластинках с использо­
ванием ацетата ц е л л ю л о з ы и гелей. При использовании ацетата 
целлюлозы удается п о л у ч и т ь лучшее разделение , чем на бума­
ге, поскольку не п р о и с х о д и т а д с о р б ц и и в е щ е с т в на гидроксиль-
ных группах ц е л л ю л о з ы . В э т о м с л у ч а е м о ж н о использовать 
более низкое напряжение. 
Разделяемые в е щ е с т в а легко э л ю и р у ю т с я с носителя . Его 
прозрачность дает в о з м о ж н о с т ь применять спектрофотометри-
ческие методы для определения разделяемых компонентов . 
Э л е к т р о ф о р е з в гелях позволяет п о л у ч и т ь наилучшее раз­
деление белков , нуклеиновых кислот и р я д а д р у г и х соедине­
ний. В практике широко используются гели из полиакрилами­
да, агарозы и агарозы — акриламида. П о л и а к р и л а м и д (ПЛГ) 
является лучшим носителем при э л е к т р о ф о р е т и ч е с к о м разделе­
нии белков. П А Г п о л у ч а ю т путем полимеризации акриламида 
C H 2 - C H - C O - N H 2 и с ш и в а ю щ е г о агента N , N' -метиленбисакри-
ламида. Гель П А Г имеет с т р у к т у р у т р е х м е р н о й сетки, диа­
метр пор которой зависит от концентрации геля. Электрофорез 
в П А Г проводят в колонках с гелем и на пластинках. На одной 
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пластинке можно а н а л и з и р о в а т ь н е с к о л ь к о о б р а з ц о в , п о э т о м у 
их используют ч а щ е , чем колонки. 
Широко п р и м е н я ю т г е л ь - э л е к т р о ф о р е з в П А Г с д о б а в к о й д е ­
тергента д о д е ц и л с у л ь ф а т а н а т р и я и м е р к а п т о э т а н о л а . О б р а ­
ботанные этими агентами белки и м е ю т о д и н а к о в о е о т н о ш е н и е 
заряд/масса, и их п о д в и ж н о с т ь в г еле з а в и с и т т о л ь к о о т м о ­
лекулярной м а с с ы . Т а к и м о б р а з о м , м о ж н о о п р е д е л и т ь м о л е к у ­
лярную массу н е и з в е с т н о г о белка п о с л е э л е к т р о ф о р е з а в м е с т е 
с двумя белками и з в е с т н о й м о л е к у л я р н о й м а с с ы . 
Белки о к р а ш и в а ю т с я на ф о р е г р а м м а х н е к о т о р ы м и к р а с и т е ­
лями (амидочерный, б р о м ф е н о л о в ы й синий и д р . ) , к о т о р ы е спе ­
цифично с в я з ы в а ю т с я с б е л к а м и п р о п о р ц и о н а л ь н о их к о л и ч е ­
ству, но не с в я з ы в а ю т с я с н о с и т е л е м или легко в ы м ы в а ю т с я из 
него. Количественное о п р е д е л е н и е б е л к о в п р о в о д я т н е п о с р е д ­
ственно ф о т о м е т р и е й э л е к т р о ф о р е г р а м м ы или к о л о р и м е т р и е й 
элюированной с белка краски . 
Лля разделения н у к л е и н о в ы х к и с л о т и с п о л ь з у ю т гели из 
ПАГ, П А Г - а г а р о з ы или а г а р о з ы . О т н о ш е н и я з а р я д / м а с с а у 
различных п о л и н у к л е о т и д о в о ч е н ь близкие . П о э т о м у главным 
разделяющим ф а к т о р о м в геле я в л я е т с я эффект м о л е к у л я р н о г о 
сита. Обычно и с п о л ь з у ю т б о л е е р а з б а в л е н н ы е гели, чем с бел­
ком, поскольку р а з м е р м о л е к у л н у к л е и н о в ы х к и с л о т б о л ь ш о й . 
Разделение нуклеиновых к и с л о т в г е л е з а в и с и т от их в т о р и ч ­
ной структуры. Применяя э л е к т р о ф о р е з с т а н д а р т н ы х нуклеи­
новых кислот с и з в е с т н о й м о л е к у л я р н о й м а с с о й , м о ж н о о п р е д е ­
лить массу н е и з в е с т н о г о о б р а з ц а . Н у к л е и н о в ы е к и с л о т ы окра­
шиваются на э л е к т р о ф о р е г р а м м а х м е т и л е н о в ы м синим. 
Максимальное р а з д е л е н и е к о м п о н е н т о в д о с т и г а е т с я с п о м о ­
щью диск - электрофореза . П р и э т о й м е т о д и к е в заполненной 
колонке в различных ее ч а с т я х н е о д и н а к о в ы размеры пор ге ­
ля и значение рН. В верхней ч а с т и колонки н а х о д и т с я так на­
зываемый к о н ц е н т р и р у ю щ и й гель с крупными п о р а м и и буфе­
ром низкой ионной с и л ы с о п р е д е л е н н ы м рН. Нижний гель — 
разделяющий. Он м е л к о п о р и с т ы й , с д р у г и м значением рН, 
большой ионной с и л о й . В такой с и с т е м е п р о и с х о д и т эффект 
концентрирования б е л к о в на границе верхней и нижней зон и 
разделение их в нижней. Эффект концентрирования с о ч е т а е т с я 
с эффектом м о л е к у л я р н о г о сита . 
После разделения гели у д а л я ю т с я из т р у б к и , о к р а ш и в а ю т с я 
(^оответствующимикрасителями для п р о д у к т о в разделения. Ге-
•^и можно ф о т о м е т р и р о в а т ь , р а з р е з а т ь на ч а с т и и э л ю и р о в а т ь 
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отдельные зоны д л я к о л и ч е с т в е н н о г о определения . 
М е т о д имеет в ы с о к у ю р а з р е ш а ю щ у ю с п о с о б н о с т ь , не требу^ 
ет больших к о л и ч е с т в м а т е р и а л а д л я анализа , разделение про­
исходит б ы с т р о ( 3 0 - 6 0 м и н ) . О с о б е н н о эффективен для анализа 
многокомпонентных с м е с е й . П р и м е н я е т с я и д л я испытания чи­
с т о т ы п р е п а р а т о в . 
2 .4 .2 . Изоэлектрофокусировка 
И з о э л е к т р о ф о к у с и р о в к а п р е д с т а в л я е т с о б о й модификацию 
э л е к т р о ф о р е з а . С п о м о щ ь ю э т о г о м е т о д а р а з д е л я ю т вещества 
с амфотерными с в о й с т в а м и , и м е ю щ и е разные изоэлектрические 
точки. К таким соединениям о т н о с я т с я белки, з а р я д молекулы 
которых з а в и с и т от рН с р е д ы . 
М е т о д и к а и з о э л е к т р о ф о к у с и р о в к и с о с т о и т в т о м , что смесь 
белков вносят в колонку с гелем — н о с и т е л е м , насыщенным рас­
т в о р о м п о л и а м ф о л и т о в , п р е д с т а в л я ю щ и х с о б о й с м е с ь полиами-
но -поликарбоновых кислот . О б ы ч н о такая с м е с ь имеет рН 6,5, 
но при наведении э л е к т р и ч е с к о г о поля в колонке с гелем в ней 
с о з д а е т с я линейный градиент рН о т 3 д о 10, в к о т о р о м под дей­
ствием э л е к т р и ч е с к о г о поля и п е р е д в и г а ю т с я заряженные мо­
лекулы белков . В и з о э л е к т р и ч е с к и х точках движение их пре­
кращается . Таким о б р а з о м , о т д е л ь н ы е белки концентрируются 
или ф о к у с и р у ю т с я в с в о и х и з о э л е к т р и ч е с к и х т о ч к а х в опреде­
ленных зонах геля. 
М е т о д и с п о л ь з у ю т для аналитических и препаративных це­
лей. К его д о с т о и н с т в а м о т н о с я т с я значительное концентриро­
вание белков и высокая р а з р е ш а ю щ а я с п о с о б н о с т ь . 
2.4 .3 . Иммуноэлектрофорез 
Еще одной модификацией э л е к т р о ф о р е з а я в л я е т с я иммуно-
э л е к т р о ф о р е з , к о т о р ы й п р о в о д я т на пластинках а г а р а или ага­
розы. М е т о д с о ч е т а е т э л е к т р о ф о р е т и ч е с к о е разделение белков 
с иммунопреципитацией в геле. 
Р а з л и ч а ю т одномерный и ракетный иммуноэлектрофорез . 
П ри одномерном — на пластинке с гелем д е л а ю т ямку и желобок 
для антигенов и антител с о о т в е т с т в е н н о . В ямку в н о с я т смесь 
антигенов и п р о в о д я т их разделение. П о с л е окончания элек­
т р о ф о р е з а в ж е л о б о к вносят а н т и с ы в о р о т к у . Л н т и с ы в о р о т к а и 
антигены д и ф ф у н д и р у ю т через гель. Каждый антиген дает дугу 
преципитации с г омологичным антителом. По ч и с л у и положе-
50 
нию преципитатных линий м о ж н о с у д и т ь о б а н т и г е н н о м с п е к т р е 
смеси. 
Ракетный э л е к т р о ф о р е з о с н о в а н на м и г р а ц и и а н т и г е н о в в ге ­
ле, содержащем антитела , и на с п е ц и ф и ч н о й и м м у н о п р е ц и п и т а -
ции антигенов с с о о т в е т с т в у ю щ и м и а н т и т е л а м и . 
Иммунофоретическое р а з д е л е н и е п р е в о с х о д и т о с т а л ь н ы е м е ­
тодики по ч у в с т в и т е л ь н о с т и и р а з р е ш а ю щ е й с п о с о б н о с т и . И с ­
пользуется, например , д л я к о л и ч е с т в е н н о г о анализа и з в е с т н ы х 
белков в различных о р г а н а х растений . 
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Г л а в а 3 
А Н А Л И Т И Ч Е С К И Е М Е Т О Д Ы И А П П А Р А Т У Р А 
В биологии в настоящее время п р и о б р е т а е т р е ш а ю щ е е значе­
ние выяснение количественных х а р а к т е р и с т и к и з у ч а е м ы х объ­
ектов. Лля э т о г о и с п о л ь з у ю т м е т о д ы , х о р о ш о разработанные в 
физике, а также в аналитической и физической химии. В дан­
ной главе б у д у т р а с с м о т р е н ы н а и б о л е е ч а с т о применяемые в 
физиологии растений аналитические м е т о д ы , даны некоторые 
элементы их т е о р е т и ч е с к о г о о б о с н о в а н и я , а также приведены 
принщшиальные с х е м ы п р и б о р о в , п о з в о л я ю щ и х т о ч н о опреде­
лять и с с л е д у е м ы е параметры. 
3 . 1 . О Б Ъ Е М Н Ы Й А Н А Л И З 
О б ъ е м н ы й анализ ч а с т о п р и м е н я ю т при количественном оп­
ределении веществ . С у щ н о с т ь о б ъ е м н о г о анализа сводится к 
измерению о б ъ е м а р а с т в о р а известной концентрации, затрачен­
ного в ходе реакции с р а с т в о р о м ( в е щ е с т в о м ) , концентрацию ко­
т о р о г о т р е б у е т с я определить . К о л и ч е с т в о в е щ е с т в а в граммах, 
с одержащееся в 1 мл (см^) р а с т в о р а , называется т и т р о м . Рас­
т в о р , т и т р к о т о р о г о точно известен, называется стандартным 
или титрованным. 
Правило (закон) эквивалентности: химические э л е м е н т ы или 
их соединения в с т у п а ю т в реакции д р у г с д р у г о м в с т р о г о опре­
деленных весовых количествах , с о о т в е т с т в у ю щ и х их химиче­
ским эквивалентам; т.е. грамм-эквивалент о д н о г о в е щ е с т в а ре­
агирует с грамм-эквивалентом д р у г о г о . 
При анализе титрованный р а с т в о р постепенно приливают к 
и с с л е д у е м о м у р а с т в о р у до тех п о р , пока не б у д е т установле­
но, что затраченное к о л и ч е с т в о реактива эквивалентно количе­
ству определяемого вещества . Э т о т процесс называется титро­
ванием. Т и т р о в а н и е заканчивается, когда в з а и м о д е й с т в у ю щ и е 
вещества п р о р е а г и р у ю т в с т р о г о эквивалентных количествах . 
Лля определения конца титрования н е о б х о д и м о у с т а н о в и т ь мо­
мент наступления эквивалентности . Т о ч к у эквивалентности в 
неокрашенных р а с т в о р а х у с т а н а в л и в а ю т с п о м о щ ь ю индикато­
ров , изменяющих с в о ю окраску в ходе т и т р о в а н и я . При рабо-
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те с окрашенными или м у т н ы м и р а с т в о р а м и применение инди­
катора невозможно, п о э т о м у в таких с л у ч а я х с л е д я т за изме­
нением физико-химических с в о й с т в р а с т в о р а при т и т р о в а н и и . 
Точку эквивалентности м о ж н о о п р е д е л и т ь , измеряя , например , 
электропроводность р а с т в о р а ( к о н д у к т о м е т р и ч е с к о е т и т р о в а ­
ние) или его о к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы й потенциал (по -
тенциометрическое т и т р о в а н и е ) . П о с л е д н е е о с н о в а н о на то м , 
что изменение концентрации и о н о в в р а с т в о р е п р и в о д и т к сдви ­
гу потенциала на э л е к т р о д е , п о г р у ж е н н о м в т и т р у е м ы й р а с ­
твор. Вблизи точки э к в и в а л е н т н о с т и п р о и с х о д и т с к а ч о к потен­
циала. 
Таким о б р а з о м , о д н о из н е о б х о д и м ы х у с л о в и й применения 
объемного анализа с о с т о и т в в о з м о ж н о с т и фиксации точки эк­
вивалентности. Л р у г и м у с л о в и е м я в л я е т с я сдвиг реакции в од ­
ну сторону ( о б р а т н а я реакция д о л ж н а и д т и в незначительной 
степени). Помимо э т о г о , в т и т р о в а н и и и с п о л ь з у ю т т о л ь к о те 
реакции, которые и д у т с д о с т а т о ч н о й с к о р о с т ь ю . Е с л и реакции 
идут медленно, ф и к с и р о в а т ь т о ч к у э к в и в а л е н т н о с т и т р у д н о , а 
иногда невозможно. И наконец, не д о л ж н ы идти п о б о ч н ы е реак­
ции, осложняющие т о ч н о е в ы ч и с л е н и е р е з у л ь т а т о в анализа. 
В объе.мном анализе и с п о л ь з у ю т с я различные типы реакций: 
нейтрализации, о к и с л е н и я - в о с с т а н о в л е н и я , о с а ж д е н и я и ком-
плексообразования. 
3 . 1 . 1 . М е т о д н е й т р а л и з а ц и и 
Ход процесса т и т р о в а н и я у д о б н о в ы р г 1 ж а т ь с п о м о щ ь ю кри­
вых титрования, п о к а з ы в а ю щ и х з а в и с и м о с т ь изменений рН с р е ­
ды от количества д о б а в л е н н о г о р а б о ч е г о р а с т в о р а . Л л я полу ­
чения кривой т и т р о в а н и я с т р о я т график в прямолинейных о с я х 
координат. По о с и а б с ц и с с о т к л а д ы в а ю т к о л и ч е с т в о (мл) при­
бавленного р а с т в о р а т и т р а н т а , по о с и о р д и н а т — значение рН 
среды. 
Рассмотрим с л у ч а й , к о г д а 20 мл 0,1 н. р а с т в о р а H C I т и т р у ­
ется 0,1 н. р а с т в о р о м N a O H , К и с л о т н о с т ь т и т р у е м о г о р а с т в о р а 
HCI равна 1. Л л я т о г о ч т о б ы у в е л и ч и т ь рН на 1 (т .е . концен­
трацию Н"^  уменьшить в 10 р а з ) , нужно о с т а в и т ь т о л ь к о 1 0 % из 
100% соляной к и с л о т ы ( за 100% принимается и с х о д н ы й о б ъ е м 
кислоты, равный 20 м л ) ; т .е . 9 0 % НС1 н е о б х о д и м о нейтрализо ­
вать щелочью. Т а к и м о б р а з о м , к 20 мл НС1 н е о б х о д и м о прилить 
18 мл N a O H , при э т о м значение рН р а с т в о р а б у д е т равно 2; неот -
титрованными о с т а ю т с я 2 мл НС1. Л л я т о г о ч т о б ы уменьшить 
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концентрацию Н'^ еще в 10 раз , нужно вновь нейтрализовать 
9 0 % оставшейся после п е р в о г о т и т р о в а н и я кислоты . Лля этого 
д о б а в л я е т с я еще 1,8 мл щелочи , и величина рН р а с т в о р а ста­
новится равной 3, При нейтрализации о с т а в ш и х с я 0,2 мл НС1 
(добавление 0,18 мл N a O H ) п р о и с х о д и т дальнейшее увеличение 
рН д о 4. Теперь в р а с т в о р е о с т а е т с я 0,02 мл не нейтрализован­
ной кислоты, т .е . 0,5 капли. Если п р и б а в и т ь 1 каплю N a O H , то 
в р а с т в о р е окажется такой же и з б ы т о к О Н " , каким д о этого был 
избыток Н"^, т .е . величина рОН станет равной 4, следователь­
но, значение рН будет равно 10. Таким о б р а з о м , добавление 
последней капли приводит к скачку рН от 4 д о 10, при этом 
концентрация ионов Н"^  изменяется в 10 000 раз. Э т о резкое из­
менение рН называется скачком т и т р о в а н и я . В данном случае 
в качестве индикаторов м о г у т б ы т ь и с п о л ь з о в а н ы те вещества, 
у которых о б л а с т ь п е р е х о д а окраски н а х о д и т с я в интервале рН 
от 4 до 10, т .е . лакмус , фенолфталеин, м е т и л о р а н ж . При работе 
с более разбавленными р а с т в о р а м и скачок титрования будет 
меньше, например при титровании 0,01 н. р а с т в о р а кислоты 
0,01 н. р а с т в о р о м щелочи скачок т и т р о в а н и я б у д е т находиться 
в диапазоне рН 5 - 9 . В данном с л у ч а е м е т и л о р а н ж применять 
нельзя, следует и с п о л ь з о в а т ь только лакмус и фенолфталеин. 
Т и т р о в а н и е с л а б о й к и с л о т ы сильной щ е л о ч ь ю (или сильной 
кислоты с л а б о й щ е л о ч ь ю ) вызывает сдвиг точки эквивалентно­
сти в щ е л о ч н у ю или к и с л о т н у ю с т о р о н у с о о т в е т с т в е н н о . Если 
слабая кислота т и т р у е т с я сильной щ е л о ч ь ю , скачок титрова­
ния н а б л ю д а е т с я в диапазоне рН 7,74 - 10 ,00 .Титрование мно­
гоосновных кислот с о п р о в о ж д а е т с я несколькими скачками ти­
трования, с о о т в е т с т в у ю щ и м и нейтрализации каждой кислотной 
группы. При титровании с л а б о г о о снования сильной кислотой 
скачок титрования п р о и с х о д и т в диапазоне рН 6 , 2 6 - 4 , 0 0 . Если 
же слабая кислота т и т р у е т с я с л а б о й щ е л о ч ь ю , скачка титрова­
ния не н а б л ю д а е т с я . С л е д о в а т е л ь н о , хотя бы одно из титруе­
мых веществ должно быть сильным э л е к т р о л и т о м . 
Одним из самых важных условий т и т р о в а н и я является пра­
вильный в ы б о р индикатора. И н д и к а т о р ы э т о вещества , по­
з в о л я ю щ и е установить точку эквивалентности . При правиль­
ном в ы б о р е индикатора изменение его физико-хи.мических 
с в о й с т в (окраски) п р о и с х о д и т вблизи точки эквивалентности и 
совпадает с конечной точкой титрования . 
В зависи.мости от типа используе.мой реакции при титрова­
нии индикаторы п о д р а з д е л я ю т с я на следующие группы: кис-
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лотно-основные, о к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы е (дифенил­
амин), комплексонометрические ( э р и х р о м черный Т ) , а д с о р б ­
ционные ( р е а г и р у ю щ и е на изменение концентрации и о н о в , о с а ­
ждаемых в виде м а л о р а с т в о р и м ы х с о е д и н е н и й , н а п р и м е р , флу-
оресцеин и эозин) , р а д и о а к т и в н ы е , х е м и л ю м и н и с ц е н т н ы е , флу­
оресцентные, флотационные и д р . 
3 .1 .2 . О к с и д и м е т р и я 
К о к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы м м е т о д а м т и т р о в а н и я от ­
носятся такие м е т о д ы , конечные с т а д и и к о т о р ы х з а в е р ш а ю т с я 
реакциями окисления — в о с с т а н о в л е н и я . О к и с л и т е л ь н о - в о с с т а ­
новительные м е т о д ы , наряду с кислотно -основны.ми м е т о д а м и 
титрования, очень ш и р о к о п р и м е н я ю т с я в практике н а у ч н о - и с ­
следовательских л а б о р а т о р и й . Э т и м и м е т о д а м и м о ж н о о п р е ­
делять самые р а з н о о б р а з н ы е н е о р г а н и ч е с к и е и о р г а н и ч е с к и е 
вещества. С п о м о щ ь ю о к с и д и м е т р и и о п р е д е л я ю т с о д е р ж а н и е 
многих элементов , р а з н о о б р а з н ы х н е о р г а н и ч е с к и х , о р г а н и ч е ­
ских и э л е м е н т о о р г а н и ч е с к и х соединений , м о н о м е р о в , полиме ­
ров, минеральных у д о б р е н и й , л е к а р с т в е н н ы х и медицинских 
препаратов. Ш и р о к о м у п р и м е н е н и ю м е т о д о в о к с и д и м е т р и и в 
практике с п о с о б с т в у ю т .многие их д о с т о и н с т в а , в т о м ч и с л е вы­
сокая точность , х о р о ш а я в о с п р о и з в о д и м о с т ь р е з у л ь т а т о в и бы­
строта анализа. О к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы е м е т о д ы м о ж ­
но применять в с о ч е т а н и и с м е т о д а м и к и с л о т н о - о с н о в н о г о и ком-
плексонометрического т и т р о в а н и я , а также с м е т о д а м и предва­
рительного разделения и к о н ц е н т р и р о в а н и я веществ . 
3 . 1 . 2 . 1 . Б И Х Р О М А Т О . М Е Т Р И Я 
Одним из м е т о д о в о к с и д и м е т р и и я в л я е т с я б и х р о м а т о м е т -
рия — метод т и т р о м е т р и ч е с к о г о анализа, о снованный на ис­
пользовании в к а ч е с т в е с т а н д а р т н о г о в о д н о г о р а с т в о р а б и х р о ­
мата калия, 
Бихромат калия в кислой с р е д е является д о в о л ь н о сильным 
окислителем: 
СГ2ОН- + 14Н+ -h бё - 2Сг^+ + 7Н2О. 
При этом ж е л т о - з е л е н а я о к р а с к а б и х р о м а т а переходит в зе­
леную, Из п р и в е д е н н о г о выше уравнения с л е д у е т , ч т о экви­
валент б и х р о м а т а равен его м о л е к у л я р н о й м а с с е , деленной на 
шесть: 
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или 
Э к , с . , о , = 2 9 4 : б = 49 ,03г . 
Так как восстановление ионов б и х р о м а т а п р о и с х о д и т с уча­
стием п р о т о н о в , т и т р о в а н и е п р о в о д я т в кислой с р е д е , созда­
ваемой за с ч е т добавления серной , с о л я н о й или фосфорной ки­
слот . В и х р о м а т с п о с о б е н о к и с л я т ь м н о г и е органические и неор­
ганические вещества : Fe2+, Мп^+, М п ' + , V ^ ^ , W ^ + , М о ' + , T i ' + , 
сульфит, дитионат , г ексоцианоферрат , арсенит , иодид , спирты, 
гидрохиноны, глицерин, а с к о р б и н о в у ю к и с л о т у , тиомочевину. 
В и х р о м а т также м о ж е т и с п о л ь з о в а т ь с я для определения оки­
слителей (и^+ , V ^ + , Мо^+, Fe^+, Со^+, N O 3 , Н2О2) после их 
предварительного во с становления . 
В б и х р о м а т о м е т р и и п р и м е н я ю т с л е д у ю щ и е м е т о д ы опреде­
ления конечной точки т и т р о в а н и я : 
1) безиндикаторный м е т о д , о с н о в а н н ы й на изменении окраски 
т и т р у е м о г о раствора ; 
2) индикаторный м е т о д , о с н о в а н н ы й на применении окисли­
тельно-восстановительных (дифениламин, фенилантраниловая 
кислота ) , хемилюминисцентных ( с и л о к с е н ) и д р у г и х индикато­
ров ; 
3) инструментальные м е т о д ы : потенциометрия , кондуктоме-
трия, амперометрия . 
3 . 1 . 2 . 2 . П Е Р М А Н Г А Н А Т О М Е Т Р И Я 
О с н о в н ы м веществом , применяемым в перманганатометрии, 
является перманганат калия. О б ы ч н о т и т р о в а н и е проводят в 
кислой среде . С х е м а реакции: 
М п О " - f 5ё + 8Н+ Мп^+ - f 4Ы2О. 
Перманганат в кислой с р е д е легко окисляет щ а в е л е в у ю , сер­
н и с т у ю , с е р о в о д о р о д н у ю , а з о т и с т у ю кислоты, а также перекись 
в о д о р о д а , гексоцианоферраты, т и о с у л ь ф а т ы , роданиды и ряд 
ионов : Fe^"^, Сг^"^, Мп^"^ и д р . Если в е щ е с т в а о к и с л я ю т с я ме­
дленно, проводят так называемое о б р а т н о е т и т р о в а н и е , т.е. к 
определяемому веществу д о б а в л я ю т и з б ы т о к пермапганата, а 
затем о с т а т о к о т т и т р о в ы в а ю т р а с т в о р о м в о с с т а н о в и т е л я , на­
пример щавелевой кислотой. 
В щелочной с р е д е перманганатом легко о к и с л я ю т с я формиа-
ты, иодиды, цианиды и многие д р у г и е органические соединения: 
М п О ; -f Зё + 2Н20 ^ М п 0 2 + 4 0 Н ~ . 
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Преимущество м е т о д а п е р м а н г а н а т о м е т р и и з а к л ю ч а е т с я в т о м , 
что конечная т о ч к а т и т р о в а н и я м о ж е т б ы т ь у с т а н о в л е н а без ин­
дикатора, по о б е с ц в е ч и в а н и ю р а с т в о р а перманганата . Т и т р о ­
вание может п р о в о д и т ь с я как в к и с л о й , так и в щ е л о ч н о й с р е д е . 
В кислой с р е д е о к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы й потенциал си ­
стемы очень высок : 
Это позволяет о п р е д е л я т ь б о л ь ш е е ч и с л о в е щ е с т в , чем д р у г и м и 
методами о к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н о г о т и т р о в а н и я . 
К недостаткам п е р м а н г а н а т о м е т р и и о т н о с и т с я н е у с т о й ч и ­
вость стандартных р а с т в о р о в перманганата : при хранении из­
меняется их т и т р . П е р м а н г а н а т т р у д н о п о л у ч и т ь в химически 
чистом виде, т р е б у е т с я о б я з а т е л ь н а я п р о в е р к а его т и т р а , на­
пример, по щ а в е л е в о й к и с л о т е , п р и г о т о в л е н н о й из фиксанала. 
Титрование п е р м а н г а н а т о м не р е к о м е н д у е т с я п р о в о д и т ь в при­
сутствии ионов С1~, к о т о р ы е о к и с л я ю т с я д о О з - И наконец, 
некоторые реакции при к о м н а т н о й т е м п е р а т у р е и д у т медленно , 
для их ускорения т р е б у е т с я н а г р е в а н и е , что не в с е г д а в о з м о ж ­
но, например, при т и т р о в а н и и л е т у ч и х и р а з л а г а ю щ и х с я при 
нагревании соединений. 
3 ,1 ,3 . М а н о м е т р и я 
Манометрический с п о с о б о п р е д е л е н и я г а з о о б м е н а о т н о с и т с я 
к физико-химическим м е т о д а м и о с н о в а н на р е г и с т р а ц и и ч у в ­
ствительным м а н о м е т р о м п о г л о щ е н и я (или выделения) о б ъ е к ­
том какого-либо газа по и з м е н е н и ю давления в замкнутом с о с у ­
де при постоянной т е м п е р а т у р е . 
Обычно м а н о м е т р и ч е с к и й аппарат , например аппарат В а р -
бурга, п р е д с т а в л я е т с о б о й т е р м о с т а т и р о в а н н у ю ванну, с н а б ­
женную специальным м е х а н и з м о м д л я укрепления н а б о р а с о ­
судиков с м а н о м е т р а м и и приведения их в к о л е б а т е л ь н о е дви­
жение. С у щ е с т в у ю т т р и о с н о в н ы х в а р и а н т а м а н о м е т р и ч е с к о г о 
метода; м а н о м е т р и я при п о с т о я н н о м о б ъ е м е , постоянном д а в л е ­
нии и дифференциальная м а н о м е т р и я . 
Манометрия при п о с т о я н н о м о б ъ е м е — вариант, когда о б ъ е м 
газа в со судике и т е м п е р а т у р а п о д д е р ж и в а ю т с я постоянными, 
а изменение к о л и ч е с т в а газа оценивается по изменению д а в л е ­
ния. По э т о м у принципу д е й с т в у е т м а н о м е т р В а р б у р г а . Э т о т 
манометр с о с т о и т из U - o б р а з н о й капиллярной т р у б к и , с о е д и ­
ненной у о снования с с о с у д о м , с о д е р ж а щ и м м а н о м е т р и ч е с к у ю 
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а б 
8 
Р и с . 3 . 1 . М а н о м е т р В а р б у р г а . 
/ — т р е х х о д о в ы й к р а н , 2—пробка б о к о в о г о с о с у д и к а с г а з о ­
в ы м к р а н о м , 5 — б о к о в о й с о с у д и к , i — к о л б а , 5 — ц е н т р а л ь н ы й 
ц и л и н д р и к , 6—манометрическая ж и д к о с т ь и з в е с т н о й п л о т н о ­
с т и , 7 — р е г у л и р о в о ч н ы й в и н т , 8—резервуар с м а н о м е т р и ч е ­
с к о й ж и д к о с т ь ю . Р — т о ч к а с р а в н е н и я , h — и з м е н е н и е д а в л е ­
н и я м а н о м е т р и ч е с к о й ж и д к о с т и ( м м р т у т н о г о с т о л б а ) в п р о ­
цессе п о г л о щ е н и я г а з а . С т р е л к а м и у к а з а н о а т м о с ф е р н о е д а ­
в л е н и е . 
Ж И Д К О С Т Ь . П р а в о е колено м а н о м е т р а с о е д и н я е т с я с сосудико .м, 
х о р о ш о смазанным стеклянным шлифом, а левое колено откры­
то и с о о б щ а е т с я с а т м о с ф е р н ы м в о з д у х о м . З а U-образной труб­
кой расположена м и л л и м е т р о в а я шкала, по к о т о р о й можно ре­
г и с т р и р о в а т ь изменения уровня жидкости в о т к р ы т о м колене 
манометра . На правом колене в месте , примерно с о о т в е т с т в у ю ­
щем середине шкалы, нанесена точка сравнения, к к о т о р о й под­
водят уровень жидкости в правом колене перед тем, как снимать 
показания. Э т о гарантирует проведение всех измерений при по­
стоянном о б ъ е м е (рис . 3.1) . 
В с о о т в е т с т в и и с конкретными о с о б е н н о с т я м и конструкции 
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сосудик может иметь один или н е с к о л ь к о б о к о в ы х о т р о с т к о в . 
Колбу сосудика п о г р у ж а ю т в т е р м о с т а т и р о в а н н у ю ванну. В 
ходе эксперимента у р о в е н ь ж и д к о с т и в п р а в о м колене м а н о м е ­
тра регулярно п о д в о д я т к т о ч к е с р а в н е н и я и з а м е р я ю т у р о ­
вень жидкости (Л) в л е в о м колене . П о с к о л ь к у на у р о в е н ь ж и д ­
кости в левом колене б у д у т в л и я т ь незначительные е с т е с т в е н ­
ные колебания т е м п е р а т у р ы и давления , п р и м е н я ю т т е р м о б а р о -
j^g^p — контрольный м а н о м е т р с с о с у д и к о м , в к о т о р о м реакци­
онная смесь заменена р а в н ы м о б ъ е м о м б у ф е р н о г о р а с т в о р а или 
воды. Колебания показаний т е р м о б а р о м е т р а и с п о л ь з у ю т с я д л я 
коррекции р е з у л ь т а т о в . 
Изменение у р о в н я м а н о м е т р и ч е с к о й ж и д к о с т и (h) с в я з а н о с 
количеством в ы д е л и в ш е г о с я или п о г л о щ е н н о г о газа ( х ) с л е д у ­
ющим уравнением: 
x = h 
Via 
где Vr — о б ъ е м , з а н и м а е м ы й газодМ, в к л ю ч а я о б ъ е м капилляра 
от сосудика д о точки с р а в н е н и я (мм^) ; V} — о б ъ е м ж и д к о с т и в 
сосудике (мм^); а — р а с т в о р и м о с т ь газа ( к и с л о р о д а или д в у ­
окиси углерода ) в ж и д к о с т и , н а х о д я щ е й с я в с о с у д и к е ( в ы р а ж а ­
ется в о б ъ е м е , мм^, газа , р а с т в о р е н н о г о в 1мм^ ж и д к о с т и при 
стандартных у с л о в и я х с о с т о я н и я р а в н о в е с и я при парциальном 
давлении Ро); Ро — с т а н д а р т н о е давление (мм м а н о м е т р и ч е с к о й 
жидкости); Т—температура в о д я н о й бани ( г р а д у с ы Кельвина) . 
Удельный вес м а н о м е т р и ч е с к о й ж и д к о с т и о б ы ч н о д о в о д я т д о 
1,034"'^ г с м " ^ ( и с п о л ь з у я , н а п р и м е р , ж и д к о с т ь Б р о д и ) так, ч т о 
Ро = 10000 мм. П о с к о л ь к у для к а ж д о г о с о с у д и к а в с е величи­
ны, стоящие в с к о б к а х в уравнении , п о с т о я н н ы , м о ж н о з а п и с а т ь 
2 = / l i t , где к — п о с т о я н н а я с о с у д и к а , к о т о р у ю м о ж н о о п р е д е ­
лить, проведя к а л и б р о в к у хманометров и р а с с ч и т а в по у р а в н е ­
нию. 
3 . 2 , О С Н О В Ы В Е С О В О Г О А Н А Л И З А 
Гравиметрический ( в е с о в о й ) м е т о д количественного анализа 
основан на измерении м а с с ы о п р е д е л я е м о г о в е щ е с т в а или его 
составных частей , в ы д е л я е м ы х в химически ч и с т о м с о с т о я н и и 
или в виде соединений т о ч н о и з в е с т н о г о с о с т а в а . 
Методы в е с о в о г о анализа р а з д е л я ю т на три б о л ь ш и е группы: 
методы в ы д е л e F i H f l , о с а ж д е н и я и отгонки. 
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в методах первой группы о п р е д е л я е м ы й компонент выделяют 
количественно в с в о б о д н о м с о с т о я н и и из анализируемой пробы 
и взвешивают на аналитических весах . Н а п р и м е р , для опре­
деления количества золы в р а с т и т е л ь н о м или почвенном мате­
риале навеску образца с ж и г а ю т и п р о к а л и в а ю т д о постоянной 
м а с с ы в муфельной печи в п р е д в а р и т е л ь н о взвешенном тигле. 
О с т а в ш у ю с я после прокаливания в тигле золу в з в е ш и в а ю т и по 
ее массе в ы ч и с л я ю т процентное с о д е р ж а н и е золы в исследуе­
мом материале . Взвешивание п р о в о д я т на одних и тех же весах 
при т е м п е р а т у р е весов (тигли о с т у ж а ю т в э к с и к а т о р а х над хло­
ридом кальция) . 
М е т о д ы осаждения з а к л ю ч а ю т с я в т о м , что изучаемый ком­
понент с п о м о щ ь ю определенных химических п р о ц е с с о в пере­
водится в т р у д н о р а с т в о р и м о е соединение , к о т о р о е выпадает в 
о с а д о к точно известного с о с т а в а . О с а д о к п р о м ы в а ю т и высу­
шивают . П о с л е прокаливания о с а д к а д о п о с т о я н н о й .массы (в 
муфельной печи) получается так называемая в е с о в а я форма, 
к о т о р у ю взвешивают . С л е д у е т о т м е т и т ь , что при прокалива­
нии вещество осадка м о ж е т п е р е х о д и т ь в д р у г о е химическое 
соединение, В э т о м с л у ч а е ф о р м а осаждения и в е с о в а я фор­
ма существенно р а з л и ч а ю т с я . По м а с с е в е с о в о й ф о р м ы можно 
рассчитать количество и з у ч а е м о г о компонента , вступившего в 
реакцию. Э т а группа м е т о д о в применяется для анализа ионов 
кальция, бария, тяжелых м е т а л л о в . 
Р а з л и ч а ю т т р и варианта м е т о д а отгонки. 
1. О п р е д е л я е м о е вещество о т г о н я ю т из с м е с и и образовав ­
шийся отгон взвешивают . 
2. О п р е д е л я е м о е вещество о т г о н я ю т , п о г л о щ а ю т каким-либо 
поглотителем и взвешивают п о г л о т и т е л ь . По прибавке массы 
о п р е д е л я ю т количество отгона . 
3. О п р е д е л я е м о е в е щ е с т в о о т г о н я ю т из точной навески, по­
сле окончания отгонки о с т а т о к навески с н о в а в з в е ш и в а ю т , по 
разнице в м а с с е о п р е д е л я ю т к о л и ч е с т в о отогнанного вещества. 
М е т о д о м отгонки о п р е д е л я ю т в л а ж н о с т ь в е щ е с т в , к о т о р у ю 
р а с с ч и т ы в а ю т по разнице м а с с д о и п о с л е высушивания навески 
д о постоянной м а с с ы . 
В х о д е в е с о в о г о анализа п р о в о д я т с л е д у ю щ и е характерные 
для э т о г о метода операции: о т б о р средней п р о б ы , взятие навес­
ки, растворение , осаждение о п р е д е л я е м о г о в е щ е с т в а , фильтро­
вание, промывание осадка, его высушивание и прокаливание, 
вычисление результатов . 
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3 , 3 . Ф И З И К О - Х И М И Ч Е С К И Е М Е Т О Д Ы А Н А Л И З А 
Физические и ф и з и к о - х и м и ч е с к и е м е т о д ы анализа о б ы ч н о д е ­
лятся на э л е к т р о х и м и ч е с к и е , с п е к т р а л ь н ы е ( о п т и ч е с к и е ) , х р о ­
матографические, р а д и о м е т р и ч е с к и е и м а с с - с п е к т р о м е т р и ч е с -
кие. 
3 . 3 . 1 , Э л е к т р о х и м и ч е с к и е м е т о д ы 
К этим методам анализа о т н о с я т с я с л е д у ю щ и е : 
Электрогравиметпрический анализ, о с н о в а н н ы й на в ы д е л е н и и 
из растворов э л е к т р о л и т о в в е щ е с т в , о с а ж д а ю щ и х с я на э л е к т р о ­
дах при прохождении ч е р е з р а с т в о р п о с т о я н н о г о э л е к т р и ч е с к о ­
го тока. Выделившийся при э л е к т р о л и з е м е т а л л ( о к и с е л ) взве­
шивают. Р а з н о в и д н о с т ь ю э л е к т р о г р а в и . м е т р и ч е с к о г о анализа 
является метод в н у т р е н н е г о э л е к т р о л и з а , в к о т о р о м и с п о л ь з у ­
ется электрический ток , в о з н и к а ю щ и й при п о г р у ж е н и и в анали­
зируемый р а с т в о р д в у х э л е к т р о д о в J с о с т а в л я ю щ и х гальвани­
ческую пару, например , Z n и P t . В ы д е л и в ш е е с я на э л е к т р о д а х 
вещество взвешивают , 
Кондуктометрия—измерение э л е к т р о п р о в о д н о с т и анализи­
руемых р а с т в о р о в , к о т о р а я з а в и с и т о т концентрации э л е к т р о ­
лита, его т е м п е р а т у р ы и физико -химических с в о й с т в . 
Потенциометрия— измерение потенциала э л е к т р о д а , п о г р у ­
женного в анализируемый р а с т в о р . Потенциал э л е к т р о д а из.ме-
няется в зависимости от концентрации с о о т в е т с т в у ю щ и х и о н о в . 
Полярография—измерение с и л ы тока , и з м е н я ю щ е й с я в зави­
симости от напряжения в п р о ц е с с е э л е к т р о л и з а , в у с л о в и я х , ко ­
гда один из э л е к т р о д о в и м е е т очень м а л у ю п о в е р х н о с т ь . При 
полярографии таким э л е к т р о д о м я в л я ю т с я капли р т у т и , выте ­
кающие из очень т о н к о г о о т в е р с т и я капиллярной т р у б к и , а так­
же платиновый ( в р а щ а ю щ и й с я ) , г р а ф и т о в ы й , с е р е б р я н ы й или 
какие-либо д р у г и е э л е к т р о д ы . 
Кулонометрия—измерение к о л и ч е с т в а э л е к т р и ч е с т в а , из­
расходованного на э л е к т р о л и з в е щ е с т в а , к о т о р о е н е о б х о д и м о 
проанализировать. 
К электрохимическим м е т о д а м анализа также м о ж н о отне ­
сти амперометрическое и высокочастотное титрование. Вы­
сокочастотное т и т р о в а н и е п о з в о л я е т о б о й т и недостатки , с в о й ­
ственные к о н д у к т о м е т р и и , вызванные, например , поляризацией 
электродов или изменением их э л е к т р о п р о в о д н о с т и в с л е д с т в и е 
осаждения т в е р д ы х ч а с т и ц при т и т р о в а н и и по м е т о д у о с а ж д е ­
ния. Э т о т эффект д о с т и г а е т с я тем , что при в ы с о к о ч а с т о т н о м 
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титровании э л е к т р о д ы п о м е щ а ю т вне а н а л и з и р у е м о г о раство­
р а — н е п о с р е д с т в е н н о у стенок измерительной ячейки, а часто­
ту переменного тока п о в ы ш а ю т до нескольких мегагерц. 
Для а м п е р о м е т р и ч е с к о г о т и т р о в а н и я п р и м е н я ю т полярогра­
фическую установку ; но ее и с п о л ь з у ю т не д л я определения кон­
центрации анализируемого вещества , а для определения точки 
эквивалентности в п р о ц е с с е т и т р о в а н и я . А л и к в о т у исследуе­
м о г о р а с т в о р а п о м е щ а ю т в э л е к т р о л и з е р , снабженный капель­
ным ртутным к а т о д о м и большим р т у т н ы м а н о д о м . М е ж д у элек­
тродами у с т а н а в л и в а ю т заданное напряжение и п р и с т у п а ю т к 
т и т р о в а н и ю , о т м е ч а я показания г а л ь в а н о м е т р а и о б ъ е м стан­
д а р т н о г о р а с т в о р а . Затем с т р о я т к р и в у ю амперометрического 
титрования, по к о т о р о й находят точку эквивалентности . Ко­
личество о п р е д е л я е м о г о вещества в ы ч и с л я ю т по о б ъ е м у стан­
д а р т н о г о р а с т в о р а реактива, и з р а с х о д о в а н н о г о д о достижения 
точки эквивалентности . 
В 6HOj?orH4ecKHX исследованиях о б ы ч н о п р и м е н я ю т потен-
ц и о м е т р и ю , п о л я р о г р а ф и ю и к о н д у к т о м е т р и ю . 
3 . 3 . 1 . 1 . П О Т Е Н Ц И О М Е Т Р И Я 
Потенциометрия — измерение э л е к т р и ч е с к о г о потенциала, 
возникающего на э л е к т р о д а х , опущенных в р а с т в о р с анали­
зируемым в е щ е с т в о м . С у т ь м е т о д а з а к л ю ч а е т с я в измерении 
э .д .с . гальванического элемента , с о с т о я щ е г о из индикаторного 
( селективного ) э л е к т р о д а и э л е к т р о д а сравнения. 
Наиболее широкое применение нашел стеклянный электрод 
для определения рН. В с л е д за ним были с о з д а н ы ионоселектив-
ные э л е к т р о д ы со стеклянными м е м б р а н а м и для определения 
концентрации щелочных металлов и алю.миния. В настоящее 
время на о с н о в е твердых и жидких и о н о о б м е н н и к о в , нейтраль­
ных переносчиков и м о н о к р и с т а л л о в созданы э л е к т р о д ы на К"*", 
Na+ , С а 2 + , Zn2+, Mg^+, L a ^ + , N H + , C d ^ + , C s + , C u ^ + , Pb^+, Ag+, 
NO3 , C I " , B r " , S ^ - , C N " , C O 5 - , C I O ; . 
С у щ е с т в у ю т г а з о ч у в с т в и т е л ь н ы е п о т е н ц и о м е т р и ч е с к и е дат­
чики на С О 2 , N H 2 , S O 2 , H 2 S , а также ферментные электроды, с 
п о м о щ ь ю которых можно анализировать органические соедине­
ния. 
В качестве э л е к т р о д а сравнения чаще и с п о л ь з у ю т кало.мель-
ный или х л о р с е р е б р я н ы й э л е к т р о д с насыщенным раствором 
х л о р и с т о г о калия. Если попадание ионов х л о р а и калия в изуча­
емый р а с т в о р нежелательно, и с п о л ь з у ю т с о л е в о й мостик , за-
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полненный д р у г и м э л е к т р о л и т о м . И о н о с е л е к т и в н ы й э л е к т р о д с 
насыщенным х л о р с е р е б р я н ы м э л е к т р о д о м с о с т а в л я ю т гальва ­
нический элемент с п е р е н о с о м . 
я Л ? с п о н и Т р Т т " - ^ ^ И с с л е - К С 1 и а с ы - K C I и а с ы -
й 2 ? а Ж - в о р п о - М е м б р а н а д ^ ^ е м ы й щ е н н ы й 
ный элек- с т о я н н о г о р а с т в о р A g C i 
троД с о с т а в а 
И о н о с е л е к т и в н ы й э л е к т р о д Э л е к т р о д с р а в н е н и я 
Зависимость э .д .с , (Е) э л е м е н т а с п е р е н о с о м о т активно­
сти ( c i ) определяемого иона в р а с т в о р е в ы р а ж а е т с я у р а в н е н и е м 
Нернста: 
где — с т а н д а р т н о е значение э .д . с . э л е м е н т а {Е ^ Е^ при 
а-1), R — газовая п о с т о я н н а я , Т— т е м п е р а т у р а ( Л ' F — ч и с л о 
Фарадея, Zi — з а р я д иона . Из уравнения с л е д у е т , что при из.ме-
нении содержания о п р е д е л я е м о г о иона в р а с т в о р е в 10 раз э .д . с . 
(Е) элемента меняется на 59,14 м В в с л у ч а е о д н о з а р я д н о г о ио ­
на и на 29,5 м В для д в у х з а р я д н о г о иона при т е м п е р а т у р е 25^С. 
Как видно из уравнения Н е р н с т а , н е п о с р е д с т в е н н о о п р е д е л я е ­
мой величиной я в л я е т с я не концентрация ( С , ) , а активность (а») 
иона в р а с т в о р е , связанная с концентрацией через коэффициент 
активности 7: 
ai = Ci- 7i. 
При сильном р а з б а в л е н и и р а с т в о р о в значение у п р и б л и ж а е т ­
ся к 1 (7 1) , в э т о м с л у ч а е значение активности э л е к т р о л и т а 
становится равным величине его концентрации (а^ = С») . 
Для проверки р а б о т ы э л е к т р о д о в п р о в о д я т калибровку галь­
ванического э л е м е н т а по с т а н д а р т н ы м р а с т в о р а м . При р а б о т е 
в растворах с л о ж н о г о и о н н о г о с о с т а в а для калибровки н е о б х о ­
димо применять с т а н д а р т н ы е р а с т в о р ы , близкие по с о с т а в у к 
исследуемым. 
Потенциал э л е к т р о д о в о б ы ч н о и з м е р я ю т ко.мпенсационным 
способом или с п о м о щ ь ю в ы с о к о о м н ы х усилителей п о с т о я н н о г о 
тока типа Л П У - 0 1 , рН-340, рН-б73 , Э В - 7 4 , рН-121 и т.п. 
Изменение э .д . с . г а л ь в а н и ч е с к о г о элемента , с о с т а в л е н н о г о 
из ионоселективного э л е к т р о д а и э л е к т р о д а сравнения, пра­
вильнее оценивать компенсационным м е т о д о м с п о м о щ ь ю потен-
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циометров постоянного т о к а Р-307, Р-37 и т .п. В компенсацион­
ной схеме э т а л о н о м с л у ж и т н о р м а л ь н ы й э л е м е н т Вестона. В 
качестве нуль-индикатора при э т о м и с п о л ь з у е т с я высокоомный 
усилитель п о с т о я н н о г о тока . Значение э .д . с . и с следуемого эле­
мента с н и м а ю т на потенциометре в м о м е н т компенсации. 
3 . 3 . 1 . 2 . К О Н Л У К Т О М Е Т Р И Я 
Кондуктометрия о с н о в а н а на с п о с о б н о с т и р а с т в о р о в элек­
т р о л и т о в п р о в о д и т ь э л е к т р и ч е с к и й ток . В е л и ч и н а электриче­
ского тока, п р о х о д я щ е г о через р а с т в о р , з а в и с и т о т концентра­
ции электролита . С п о с о б н о с т ь э л е к т р о л и т о в проводить элек­
трический ток в р а с т в о р а х о ц е н и в а ю т величиной удельной и 
эквивалентной п р о в о д и м о с т и . 
Удельная электропроводность — э л е к т р о п р о в о д н о с т ь 1 и. 
р а с т в о р а , заключенного между плоскими э л е к т р о д а м и площа­
д ь ю 1 см^, находящимися на р а с с т о я н и и 1 см д р у г от друга. 
Эквивалентная электропроводность—удельная электропро­
в о д н о с т ь 1 н. р а с т в о р а э л е к т р о л и т а . Э л е к т р о п р о в о д н о с т ь рас­
т в о р а э л е к т р о л и т а з а в и с и т не т о л ь к о о т е го концентрации, но и 
от подвижности ионов . Н а и б о л е е в ы с о к о й п о д в и ж н о с т ь ю обла­
д а ю т ионы H"*" и О Н " . 
Известно несколько м е т о д о в к о н д у к т о м е т р и ч е с к о г о анализа. 
Прямая кондуктометрия позволяет о п р е д е л я т ь концентрации 
р а с т в о р о в путем измерения э л е к т р о п р о в о д н о с т и р а с т в о р а элек­
т р о л и т а с известным с о с т а в о м . 
Кондуктометрическое титрование—определение содержа­
ния в е щ е с т в а по излому кривой т и т р о в а н и я . Кривая строится 
по данным измерения удельной э л е к т р о п р о в о д н о с т и анализиру­
емого р а с т в о р а , изменяющейся в р е з у л ь т а т е химических реак­
ций в п р о ц е с с е титрования . 
Хронокондуктометрическое титрование—определение со­
держания вещества по затраченному на его т и т р о в а н и е време­
ни. 
Кондуктометрический анализ п р о в о д я т с п о м о щ ь ю кондукто­
м е т р о в — п р и б о р о в , и з м е р я ю щ и х э л е к т р и ч е с к о е сопротивление 
р а с т в о р о в . По величине сопротивления (R) легко определить 
э л е к т р о п р о в о д н о с т ь р а с т в о р о в L = 1 /Я. 
Кондуктометры п о с т р о е н ы по м о с т о в о й с х е м е ( р и с . 3.2) . Пла­
тиновые э л е к т р о д ы , помещенные в ячейку с р а с т в о р о м , включа­
ю т в одно плечо моста . В д р у г о е плечо м о с т а включено по­
стоянное известное сопротивление ( Л с ) - В диагонали моста 
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06i.L'M р а с т в о р а 
Р и с . 3 . 2 . С х е м а к о н д у к т о м е т р а ( а ) ; к а л и б р о в о ч н ы й г р а ф и к (6) 
и к р и в а я к о н д у к т о м е т р и ч е с к о г о т и т р о в а н и я {в). 
/ — з в у к о в о й г е н е р а т о р , S—реохорд, 3—нуль-прибор, 4 — 
я ч е й к а и в л е к т р о д ы . Я с — п о с т о л и м о е с о п р о т и в л е н и е , Rx — 
с о п р о т и в л е н и е я ч е й к и , Я д и — с о п р о т и в л е н и е п л е ч р е о ­
х о р д а , LA И LB—длина п л е ч р е о х о р д а . 
находится г а л ь в а н о м е т р ( и з м е р и т е л ь н ы й н у л ь - п р и б о р ) . М о с т 
уравновешивают с п о м о щ ь ю р е о х о р д а . К точкам А и В м о с т а 
подключают э л е к т р и ч е с к и й ток и, передвигая д в и ж о к р е о х о р ­
да, ищут точку , в к о т о р о й измерительный п р и б о р покажет от ­
сутствие напряжения. В э т о т м о м е н т с о п р о т и в л е н и е ячейки Rx 
так относится к п о с т о я н н о м у с о п р о т и в л е н и ю Я с , как с о п р о т и ­
вление плеча р е о х о р д а R^ о т н о с и т с я к с о п р о т и в л е н и ю плеча 
Rx RA о т с ю д а Rx = 
RARC 
Rc RB' ^^^'^^ '^^ RB 
Отношение Яд к R B равно о т н о ш е н и ю длин плеч р е о х о р д а 
Определив Rx, легко р а с с ч и т а т ь э л е к т р о п р о в о д н о с т ь рас ­
твора. Например , при с о п р о т и в л е н и и р а с т в о р а 130 О м элек­
тропроводность равна 
= ш = 
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Лля составления к а л и б р о в о ч н о г о графика з а м е р я ю т элек­
т р о п р о в о д н о с т ь серии р а с т в о р о в и з в е с т н о й концентрапии и за­
тем о п р е д е л я ю т у д е л ь н у ю э л е к т р о п р о в о д н о с т ь ( х ) : 
I'd 
где L — э л е к т р о п р о в о д н о с т ь р а с т в о р а ; S — площадь электро­
д о в ; d—расстояние между э л е к т р о д а м и . Р а с с ч и т а в по форму­
ле у д е л ь н у ю э л е к т р о п р о в о д н о с т ь , с т р о я т калибровочный гра­
фик зависимости удельной э л е к т р о п р о в о д н о с т и о т концентра-
Щ1И (рис . 3 .2) . Затем и з м е р я ю т э л е к т р о п р о в о д н о с т ь анализи­
руемого р а с т в о р а , р а с с ч и т ы в а ю т его у д е л ь н у ю электропровод­
ность и по графику о п р е д е л я ю т к о н ц е н т р а ц и ю р а с т в о р а . 
Ч а щ е всего и с п о л ь з у ю т к о н д у к т о м е т р и ч е с к о е титрование. 
При э т о м в ячейку с э л е к т р о д а м и в в о д я т анализируемый рас­
т в о р и т и т р у ю т р а с т в о р о м и з в е с т н о й концентрации при переме­
шивании. П о с л е добавления каждой порции т и т р а н т а (напри­
мер по 1 мл) з а м е р я ю т э л е к т р о п р о в о д н о с т ь р а с т в о р а в ячейке 
и с т р о я т график з а в и с и м о с т и м е ж д у ней и о б ъ е м о м титрован­
ного р а с т в о р а . В точке э к в и в а л е н т н о с т и н а б л ю д а е т с я перегиб 
кривой титрования , при к о т о р о м э л е к т р о п р о в о д н о с т ь раствора 
имеет минимальное значение. 
Кондуктометрический м е т о д п о з в о л я е т п р о в о д и т ь измерение 
концентрации веществ не т о л ь к о в п р о з р а ч н ы х , но в окрашеных 
и мутных р а с т в о р а х , в п р и с у т с т в и и о к и с л и т е л е й и восстанови­
телей, анализировать не т о л ь к о водные , но и неводные , а также 
смешанные водно -органические р а с т в о р ы . 
Кондуктометрия позволяет о п р е д е л я т ь неорганические и ор­
ганические соединения (в т о м ч и с л е и г а з о о б р а з н ы е ) , используя 
разнообразные типы реакций (нейтрализации, осаждения, при­
соединения, замещения, о к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы е , ком­
пенсации, омыления и т .д . ) , с о п р о в о ж д а ю щ и е с я изменением 
э л е к т р о п р о в о д н о с т и анализируемых р а с т в о р о в . 
3.3 .1 .3 . П О Л Я Р О Г Р А Ф И Я 
М е т о д полярографии основан на анализе вольт-амперных 
кривых, которые о п и с ы в а ю т з а в и с и м о с т ь величины тока, про­
текающего через р а с т в о р , о т приложенного напряжения- Если 
в р а с т в о р с в е щ е с т в о м о п у с т и т ь два э л е к т р о д а и приложить по­
тенциал, то на них начнутся э л е к т р о х и м и ч е с к и е п р о ц е с с ы оки­
сления и восстановления. Потенциалы, при к о т о р ы х начнут 
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Р и с . 3 . 3 . П р о с т е й ш а я п о л я р о г р а ф и ч е с к а я ц е п ь . 
/ — к а п е л ь н ы й р т у т н ы й э л е к т р о д , 2—гальванометр, 3—ис­
с л е д у е м ы й р а с т в о р , 4 — р т у т н ы й а н о д , 5 — п о т е н ц и о м е т р . 
Происходить ЭТИ Процессы , б у д у т о т л и ч а т ь с я от р а в н о в е с н ы х 
потенциалов, так как на э л е к т р о д ы накладывается внешний по­
тенциал. Э т о явление н а з ы в а е т с я поляризацией э л е к т р о д о в ( о т 
этого термина и п р о и з о ш л о название м е т о д а ) . 
Полярография п р и м е н я е т с я д л я анализа в е щ е с т в , с п о с о б н ы х 
электрохимически в о с с т а н а в л и в а т ь с я или о к и с л я т ь с я на по­
верхности э л е к т р о д о в . Э т о ч р е з в ы ч а й н о чувствите ль ны й ме ­
тод, позволяющий р а б о т а т ь с очень разбавленными р а с т в о р а м и 
и небольшими о б ъ е м а м и . 
Классическая п о л я р о г р а ф и ч е с к а я ячейка с о с т о и т из д в у х 
электродов — и н д и к а т о р н о г о и в с п о м о г а т е л ь н о г о ( к о т о р ы й о д ­
новременно я в л я е т с я т о к о п р о в о д я щ и м и э л е к т р о д о м сравне ­
ния), погруженных в р а с т в о р э л е к т р о л и т а (рис . 3 .3) . В каче­
стве индикаторного и с п о л ь з у ю т р т у т н ы й капающий э л е к т р о д . 
Это тонкий стеклянный капилляр, наполненный р т у т ь ю . На его 
кончике, к о т о р ы й п о г р у ж е н в р а с т в о р , периодически в о з ник ают 
и о т р ы в а ю т с я р т у т н ы е капли, в ы п о л н я ю щ и е роль э л е к т р о д а с 
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Р и с . 3 .4 . П р и н ц и п и а л ь н а я с х е м а п о л я р о г р а ф а ( с л е в а ) и за­
в и с и м о с т ь п л о т н о с т и э л е к т р и ч е с к о г о т о к а (V^) о т п о т е н ц и а л а 
М-
I — г а л ь в а н о м е т р , 2 — д е л и т е л ь н а п р я ж е н и я , 3—полярогра­
ф и ч е с к а я я ч е й к а . О б ъ я с н е н и я в т е к с т е . 
непрерывно о б н о в л я ю щ е й с я п о в е р х н о с т ь ю . Р о л ь вспомогатель­
ного э л е к т р о д а выполняет с л о й ртути , налитой на дно сосуда, 
либо каломельный э л е к т р о д , соединенный с э л е к т р о л и т о м че­
рез с олевой агаровый мостик . 
При определении катионов или с п о с о б н ы х к восстановлению 
нейтральных частиц индикаторный э л е к т р о д д о л ж е н быть за 
ряжен отрицательно , он в ы с т у п а е т в р о л и к а т о д а . В амперо-
метрических ячейках и с п о л ь з у ю т с я не р т у т н ы е электроды, а 
э л е к т р о д ы из твердых металлов . У с л о в и я восстановления на 
них к и с л о р о д а и м е ю т ряд о с о б е н н о с т е й , п о с к о л ь к у при этом 
не п р о и с х о д и т перемешивания р а с т в о р а , с о з д а в а е м о г о перио­
дически о т р ы в а ю щ и м и с я каплями р т у т и , а также обновления 
поверхности э л е к т р о д а . А м п е р о м е т р и ч е с к а я ячейка для опре­
деления к и с л о р о д а принципиально не о т л и ч а е т с я от полярогра­
фической, однако о с о б е н н о с т и р а б о т ы в а м п е р о м е т р и ч е с к о м ре­
жиме (т .е . при постоянном значении потенциала индикаторного 
э л е к т р о д а , о т в е ч а ю щ е м середине площадки п р е д е л ь н о г о тока) 
в ы з ы в а ю т определенные ограничения. 
Р а с с м о т р и м п р о с т у ю э л е к т р и ч е с к у ю с х е м у (рис . 3.4), кото­
рая позволяет гальванометром измерять с и л у тока , проходяще­
го через ячейку при разном напряжении. 
Напряжение с о з д а е т с я источником тока и меняется делите­
лем напряжения в гальванической цепи, с о с т о я щ е й из рабоче-
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го и вспомогательного э л е к т р о д о в . При п о д а ч е напряжения в 
гальванической ячейке п р о и с х о д и т изменение п о т е н ц и а л а о б о и х 
электродов и в р е з у л ь т а т е п р о х о ж д е н и я т о к а возникает падение 
потенциала (Е) в р а с т в о р е : 
Е = V^-V^-^- I • R, 
где 14 и Vk — потенциалы а н о д а и к а т о д а , Я — с о п р о т и в л е н и е 
раствора, / — с и л а тока . Э к с п е р и м е н т а т о р а и н т е р е с у е т п р о ­
цесс, протекающий на р а б о ч е м э л е к т р о д е ( к а т о д е ) , с о с к о р о ­
стью, зависящей от п о т е н ц и а л а Vk- В в е д е н и е в р а с т в о р индиф­
ферентного э л е к т р о л и т а (КС1) п о з в о л я е т снизить с о п р о т и в л е ­
ние раствора н а с т о л ь к о , ч т о м о ж н о п р е н е б р е ч ь в е л и ч и н о й / • Я . 
Если в системе и с п о л ь з у ю т с я в с п о м о г а т е л ь н ы е э л е к т р о д ы , по­
тенциалы к о т о р ы х не м е н я ю т с я при п р о х о ж д е н и и тока с р а в н и ­
тельно небольшой п л о т н о с т и ( к а л о м е л ь н ы е , в о д о р о д н ы е , г а л о -
идосеребряные и т .д . ) , т о м о ж н о с ч и т а т ь , ч т о в с е п р и л о ж е н н о е 
напряжение з а т р а ч и в а е т с я на изменение потенциала р а б о ч е г о 
электрода: Е = - Д И - Э т о п о з в о л я е т опытным п у т е м у с т а н о ­
вить зависимость м е ж д у / и Ц • 
Полярографический анализ б а з и р у е т с я на и с п о л ь з о в а н и и за­
кономерностей диффузной кинетики, т .е . кинетика э л е к т р о х и ­
мической реакции на р а б о ч е м э л е к т р о д е о п р е д е л я е т с я ее ме ­
дленными с т а д и я м и ( п о д в о д о м р е а г и р у ю щ и х ч а с т и ц из о б ъ е м а 
раствора к п о в е р х н о с т и э л е к т р о д а и удалением п р о д у к т о в ре ­
акции в о б ъ е м р а с т в о р а ) , и м е ю щ и м и диффузный х а р а к т е р . 
Если в р а с т в о р е с о д е р ж и т с я н е к о т о р о е в е щ е с т в о Л, с п о с о б ­
ное восстанавливаться на э л е к т р о д е в в е щ е с т в о В, и с к о р о с т ь 
этого превращения з а в и с и т о т с к о р о с т и диффузии м о л е к у л Л 
к электроду, т о з а в и с и м о с т ь с и л ы т о к а о т потенциала б у д е т 
иметь вид кривой, н а з ы в а е м о й п о л я р о г р а ф и ч е с к о й в о л н о й , или 
полярографической кривой , или в о л ь т - а м п е р н о й кривой 
(рис. 3.4). При начальных значениях величина потенциала элек­
трода ( у ч а с т о к а) еще н е д о с т а т о ч н а д л я о с у щ е с т в л е н и я элек­
трохимической реакции и с и л а т о к а равна н у л ю . Концентрация 
вещества Л у п о в е р х н о с т и э л е к т р о д а (С^) не о т л и ч а е т с я о т та­
ковой в глубине р а с т в о р а ( С ^ ) . П р и смещении потенциала элек­
трода в с т о р о н у о т р и ц а т е л ь н ы х значений начинается э л е к т р о ­
лиз, скорость к о т о р о г о р а с т е т б ы с т р е е , чем с к о р о с т ь смещения 
потенциала ( у ч а с т о к S). Э л е к т р о л и з вызывает увеличение т о к а 
в цепи. При превращении Лв В п о в е р х н о с т н а я концентрация С д 
становится меньше о б ъ е м н о й , В р е з у л ь т а т е возникает диффу-
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зионный процесс , направленный на выравнивание концентрации 
вещества Л и о б е с п е ч и в а ю щ и й п о д а ч у Л к э л е к т р о д у . 
С к о р о с т ь диффузионного п р о ц е с с а в ы р а ж а е т с я первым зако­
ном Фика: 
г = nt DA 7 J 
OA 
где i — с к о р о с т ь п р о ц е с с а , выраженная величиной плотности то­
ка; п — ч и с л о э л е к т р о н о в , у ч а с т в у ю щ и х в п р о ц е с с е ; F —число 
Фарадея; D A — коэффициент диффузии в е щ е с т в а Л; 6А — толщи-
на диффузионного с л о я . По мере смещения потенциала Сд пада­
ет, а г — в о з р а с т а е т . Наконец при п о в е р х н о с т н о й концентрации 
Сд равной нулю, с к о р о с т ь п р о ц е с с а с т а н о в и т с я максимальной 
и перестает зависеть от потенциала э л е к т р о д а ( у ч а с т о к в). Та­
к у ю силу тока, при к о т о р о й д о с т и г а е т с я полный разряд всех 
ионов анализируемого вещества , п о с т у п а ю щ и х в приэлектрод-
ное п р а с т р а н с т в о за с ч е т диффузии, н а з ы в а ю т предельным или 
диффузионным током {id). Величина диффузионного тока прямо 
пропорциональна коэффициенту диффузии D A И обратно про­
порциональна толщине диффузионного с л о я 6А' 
i, = nFDA^-
ОА 
Величина D A постоянна для данных ч а с т и ц в р а с т в о р е . Вели­
чина 6А является функцией коэффициента диффузии, кинемати­
ческой вязкости р а с т в о р а и с к о р о с т и движения жидкости. Лля 
снижения величины 6А р а с т в о р п е р е м е ш и в а ю т , ч т о резко умень­
шает толщину диффузионного слоя и у в е л и ч и в а е т предельный 
ток диффузии. Н е о б х о д и м о с т р о г о с о б л ю д а т ь определенный 
режим перемешивания р а с т в о р о в , для п о д д е р ж а н и я которого 
и с п о л ь з у ю т магнитные мешалки или в р а щ а ю щ и е с я электроды 
С к о р о с т ь диффузионного п р о ц е с с а не з а в и с и т о т природы элек­
трода . Полярографическая волна х а р а к т е р и з у е т качественный 
и количественный с о с т а в анализируемой п р о б ы . Величина по 
тенциала, при которой значение диффузионного т о к а составля 
ет половину предельного , называется потенциалом полуволны 
Потенциал полуволны является характерным с в о й с т в о м хими 
ческого элемента и служит о с н о в о й качественной полярогра 
фии. Величина предельного тока диффузии пропорциональна 
концентрации определяемого вещества в р а с т в о р е и является 
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основой количественной п о л я р о г р а ф и и . З а в и с и м о с т ь с и л ы пре­
дельного диффузионного т о к а о т концентрации в е щ е с т в а в ы р а ­
жается уравнением: 
/ = б05п • Z)^/2 . „ ,2 /3 . ^1/6 . ^ 
г д е / — сила тока, м к А ; п — ч и с л о э л е к т р о н о в , п р и н и м а е м ы х и о ­
ном при в о с с т а н о в л е н и и ; Z ) -—коэффициент диффузии ио ­
на см^ • с~^; m — м а с с а р т у т и , в ы т е к а ю щ е й из капилляра за 
1 с, мг; г — п е р и о д капания, с ( в р е м я « ж и з н и » о д н о й капли) ; 
концентрация о п р е д е л я е м о г о иона, м М . Е с л и в и с с л е д у е ­
мом растворе с о д е р ж а т с я ионы о д н о г о типа, т о п и D я в л я ю т с я 
величинами постоянными. 
Скорость движения и о н о в п о д д е й с т в и е м э л е к т р и ч е с к о г о т о ­
ка зависит от многих ф а к т о р о в : р а з н о с т и п о т е н ц и а л о в м е ж д у 
электродами, размера и з а р я д а а н а л и з и р у е м ы х и о н о в , их кон­
центрации, что м о ж е т и с к а ж а т ь п р о ц е с с п о л я р о г р а ф и ч е с к о г о 
анализа. Для у л у ч ш е н и я к а ч е с т в а о п р е д е л е н и я иона с о з д а ю т 
полярографический фон (или п р о с т о фон) . Л л я э т о г о в и с с л е ­
дуемый р а с т в о р д о б а в л я ю т д р у г у ю с о л ь , ионы к о т о р о й не раз ­
лагаются при данном потенциале , но я в л я ю т с я н о с и т е л я м и за­
рядов. 
Амперометрия п р е д с т а в л я е т с о б о й п о л я р о г р а ф и ч е с к и й ана­
лиз, при к о т о р о м на э л е к т р о д а х п о д д е р ж и в а е т с я заданное на­
пряжение, т р е б у е м о е для выделения на к а т о д е о п р е д е л я е м о г о 
вещества. А м п е р о м е т р и ю в б и о л о г и и чаще в с е г о п р и м е н я ю т 
для определения концентрации к и с л о р о д а . При э т о м и с п о л ь з у ­
ются платиновые в р а щ а ю щ и е с я или неподвижные (типа К л а р ­
ка) электроды. В о с с т а н о в л е н и е О2 п р о и с х о д и т по у р а в н е н и ю : 
В ходе ф и з и о л о г и ч е с к о г о о п ы т а концентрация к и с л о р о д а в 
растворе п о с т о я н н о м е н я е т с я , так как его п о г л о щ а е т изу чае ­
мый биологический о б ъ е к т . При э т о м р е г и с т р и р у е т с я изме­
нение предельного т о к а диффузии, что д а е т представление о 
концентрации О2 и с о о т в е т с т в е н н о о дина.мике окислительных 
процессов в клетках и их о р г а н о и д а х . В с л у ч а е и с п о л ь з о в а ­
ния электродов из т в е р д ы х м е т а л л о в н е о б х о д и м о периодически 
очищать их р а б о ч у ю п о в е р х н о с т ь . К а л и б р о в к у п о л я р о г р а ф и ч е ­
ской ячейки для о п р е д е л е н и я концентрации к и с л о р о д а о б ы ч н о 
проводят по с т а н д а р т н о м у б и о л о г и ч е с к о м у о б ъ е к т у (дрожжа.м) . 
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3.3 .2 . Спектральные м е т о д ы исследования 
Спектральные ( оптические ) м е т о д ы о с н о в а н ы на изучении 
спектров излучения, поглощения и р а с с е и в а н и я . 
Эмиссионный спектральный анализ—изучение эмиссионных 
спектров ( с п е к т р о в испускания или и з л у ч е н и я ) элементов , вхо­
дящих в с о с т а в анализируемого в е щ е с т в а . Э т о т м е т о д позволя­
ет определять элементный с о с т а в в е щ е с т в а . 
Пламенная спектрофотометрия, или ф о т о м е т р и я пламени со­
с т о и т в распылении анализируемого в е щ е с т в а в пламени, выде­
лении характерной для о п р е д е л я е м о г о э л е м е н т а длины волны 
излучаемого с в е т а и измерении его и н т е н с и в н о с т и . 
Атомно-адсорбционный спектральный анализ (атомно-ад-
сорбционная спектроскопия , или а т о м н о - а д с о р б ц и о н н а я спек-
т р о ф о т о м е т р и я ) о с н о в а н на с п о с о б н о с т и с в о б о д н ы х атомов ме­
талла в пламени поглощать с в е т о в у ю э н е р г и ю при характер­
ных для каждого э л е м е н т а длинах волн. Э т и м м е т о д о м можно 
определить с в ы ш е 70 э л е м е н т о в . А т о м н о - а д с о р б ц и о н н ы й метод 
отличается в ы с о к о й ч у в с т в и т е л ь н о с т ь ю и т о ч н о с т ь ю . 
Адсорбционная спектроскопия с вязана с изучением спектров 
поглощения и с с л е д у е м о г о в е щ е с т в а . Р а з л и ч а ю т спектральный 
анализ в у л ь т р а ф и о л е т о в о й , видимой и инфракрасной областях 
спектра. А д с о р б ц и о н н ы й спектральный анализ в к л ю ч а е т спек-
т р о ф о т о м е т р и ю — определение с п е к т р а поглощения или изме­
рение светопоглощения при с т р о г о о п р е д е л е н н о й длине волны 
и к о л о р и м е т р и ю — сравнение интенсивностей о к р а с о к исследу­
емого и с т а н д а р т н о г о окрашенных р а с т в о р о в . 
Анализ по спектрам комбинационного рассеивания света (Ра-
мановская спектроскопия , или с п е к т р о г р а ф и я ) — определение 
изменения длины волны с в е т а , р а с с е и в а е м о г о изучаемой сре­
дой, о б у с л о в л е н н о г о молекулярной с т р у к т у р о й исследуемого 
вещества . 
К оптическим м е т о д а м исследования о т н о с я т с я также: 
Турбидиметрия—измерение к о л и ч е с т в а с в е т а , поглощаемого 
неокрашенной суспензией. При э т о м с в е т , поглощенный раство­
ром или прошедший через него , р е г и с т р и р у ю т так же, как при 
колориметрии окрашенных р а с т в о р о в . 
Нефелометрия—измерение отражения или рассеивания све­
та окрашенными или неокрашенными ч а с т и ц а м и взвешенного в 
р а с т в о р е осадка. М е т о д позволяет о п р е д е л и т ь небольшие ко­
личества вещества , находящегося в р а с т в о р е в виде взвеси. 
Люминесцентный, или флуоресцентный, анализ—измерение 
72 
интенсивности л ю м и н е с ц е н ц и и в е щ е с т в , о б л у ч е н н ы х м о н о х р о ­
матическим с в е т о м . 
3 . 3 . 2 . 1 . А Д С О Р Б Ц И О Н Н А Я С П Е К Т Р О С К О П И Я 
Молекулы п о г л о щ а ю т с в е т . П о г л о щ е н и е с в е т а (длина в о л ­
ны и количество ) з а в и с и т о т с т р у к т у р ы и о к р у ж е н и я м о л е к у л ы . 
Когда кванты с в е т а с т а л к и в а ю т с я с м о л е к у л о й , они л и б о р а с с е ­
иваются (т.е. изменяется направление р а с п р о с т р а н е н и я с в е т а ) , 
либо п о г л о щ а ю т с я . В п о с л е д н е м с л у ч а е э н е р г и я квантов с в е т а 
передается м о л е к у л е , к о т о р а я п е р е х о д и т в в о з б у ж д е н н о е с о с т о ­
яние. Молекула или ее ч а с т ь , к о т о р а я м о ж е т б ы т ь в о з б у ж д е н а 
при облучении с в е т о м , н а з ы в а е т с я х р о м о ф о р м о м . 
Обычно энергия в о з б у ж д е н н о й м о л е к у л ы п р е в р а щ а е т с я в те ­
пло (кинетическую э н е р г и ю ) в р е з у л ь т а т е с толкнове ния , напри­
мер с молекулой р а с т в о р и т е л я . В н е к о т о р ы х с л у ч а я х э н е р г и я 
вновь излучается в х о д е л ю м и н е с ц е н ц и и или флуоресценции . 
Молекулы в о з б у ж д а ю т с я в щ и р о к о м диапазоне длин волн. 
Измерение в к а ж д о м с п е к т р а л ь н о м д и а п а з о н е п р о в о д я т с ис ­
пользованием с п е ц и а л ь н о г о о б о р у д о в а н и я . Л л я б о л ь ш и н с т в а 
молекул длины волн , в ы з ы в а ю щ и е п е р е х о д из о с н о в н о г о с о с т о я ­
ния в возбужденное , л е ж а т в у л ь т р а ф и о л е т о в о й , видимой ч а с т и 
спектра и и н ф р а к р а с н о й о б л а с т и . Р а м а н о в с к и е спектры ( спек­
тры комбинационного р а с с е и в а н и я ) о б у с л о в л е н ы изменениями, 
происходящими в ближней и н ф р а к р а с н о й о б л а с т и . С п е к т р ы 
электронного п а р а м а г н и т н о г о р е з о н а н с а и я д е р н о г о магнитного 
резонанса я в л я ю т с я о т р а ж е н и е м изменений направления в р а щ е ­
ния соответственно э л е к т р о н о в и я д е р в магнитном поле . 
При прохождении с в е т а ч е р е з р а в н о м е р н о п о г л о щ а ю щ у ю 
среду его и с х о д н а я и н т е н с и в н о с т ь ( /о ) у м е н ь ш а е т с я (до вели­
чины / ) . О т н о ш е н и е и н т е н с и в н о с т е й с в е т а , п р о ш е д ш е г о ч е р е з 
среду, и п а д а ю щ е г о н а з ы в а е т с я п р о п у с к а н и е м Т [Т — Ijh). П о ­
глощение, или экстинция Е — э т о величина, равная \g{l/T) = 
Согласно закону Л а м б е р т а — Б э р а , экстинция п р о п о р ц и о ­
нальна концентрации п о г л о щ а ю щ е г о в е щ е с т в а и толщине о б р а з ­
ца, т.е. Е — ecd, где е — коэффициент м о л я р н о й экстинции 
поглощающего в е щ е с т в а при определенной длине волны, с — 
молярная концентрация р а с т в о р а , d — оптический путь или т о л -
Шина кюветы, с а н т и м е т р ы . 
Пропускание ( Т ) о б ы ч н о и з м е р я е т с я в процентах или д о ­
лях единицы и м е н я е т с я от О д о 100% ( 1 , 0 ) . Экстинция (Е)~~ 
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Р и с . 3 . 5 . У с т р о й с т в о с п е к т р о ф о т о м е т р а . 
/ — л а м п а , 2 — м о н о х р о м а т о р , 3—кювета с а н л л и з и р у е . м ы м 
р а с т в о р о м , 4 — к ю в е т а с р а с т в о р и т е л е м , 5 — д е р ж а т е л ь к ю ­
в е т , б—фотоэлемент, 7 — и з м е р и т е л ь н ы й п р и б о р ( р е г и с т р и ­
р у ю щ е е у с т р о й с т в о ) . 
величина безразмерная и в а р ь и р у е т от О д о бесконечности. 
Поскольку коэффициент м о л я р н о й экстинции (е ) , как правило, 
довольно велик, для р а с ч е т о в и с п о л ь з у ю т д р у г у ю величину 
Е\\ — поглощение с в е т а о б р а з ц о м , с о д е р ж а щ и м однопроцент­
ный р а с т в о р и с с л е д у е м о г о в е щ е с т в а в к ю в е т е т о л щ и н о й 1 см. 
Спектр поглощения в е щ е с т в а п р е д с т а в л я е т с о б о й зависи­
мость количества поглощенной с и с т е м о й энергии о т длины вол­
ны. В биохимических исследованиях н а и б о л е е ч а с т о использу­
ется измерение спектров поглощения в е щ е с т в в видимой и уль­
т р а ф и о л е т о в о й о б л а с т я х ( 2 0 0 - 7 0 0 нм) , к о т о р о е о с у щ е с т в л я ю т с 
п о м о щ ь ю с п е к т р о ф о т о м е т р а . 
Н е с м о т р я на различные конструкции все с п е к т р о ф о т о м е т р ы 
с о с т о я т из источника света , м о н о х р о м а т о р а (для выделения 
определенной длины волны) , прозрачной к ю в е т ы (куда помеща­
ется о б р а з е ц ) , д е т е к т о р а с в е т а и р е г и с т р и р у ю щ е г о измеритель­
ного п р и б о р а (рис . 3 .5) . Н е к о т о р ы е модели с п е к т р о ф о т о м е т р о в 
снабжены самописцами, п о з в о л я ю щ и м и п р о в о д и т ь запись (раз­
вертку) спектров поглощения веществ . 
Х о д р а б о т ы на с п е к т р о ф о т о м е т р е з а к л ю ч а е т с я в то м , что при 
одной и той же длине волны и з м е р я ю т интенсивность света, 
прошедшего через р а с т в о р и т е л ь , а затем — интенсивность све­
та, прошедшего через изучаемое вещество , н а х о д я щ е е с я в том 
же растворителе . Д а л е е фиксируется изменение в интенсивно-
сти света, по к о т о р о м у с у д я т о п о г л о щ е н и и с в е т о в о г о п о т о к а 
растворенным в е щ е с т в о м . Н а практике п р и б о р н а с т р а и в а ю т т а ­
ким образом, ч т о б ы он п о к а з ы в а л н у л е в о е п о г л о щ е н и е при из­
мерении прохождения с в е т а т о л ь к о ч е р е з р а с т в о р и т е л ь . О с у ­
ществив т а к у ю н а с т р о й к у , у д о б н о с н и м а т ь показания, так как 
они с о о т в е т с т в у ю т п о г л о щ е н и ю а н а л и з и р у е м о г о о б р а з ц а . 
Для того ч т о б ы и з м е р я т ь изменение поглощения в е щ е с т в а в 
зависимости от длины в о л н ы с в е т о в о г о п о т о к а , п р и м е н я ю т так 
называемые р е г и с т р и р у ю щ и е с п е к т р о ф о т о м е т р ы , к о т о р ы е по­
зволяют оценивать не т о л ь к о изменение поглощения с течением 
времени при п о с т о я н н о й длине в о л н ы , но также записать с п е к т р 
поглощения в е щ е с т в а . 
Многолучевые р е г и с т р и р у ю щ и е с п е к т р о ф о т о м е т р ы р е г и с т ­
рируют одновременно п о г л о щ е н и е о б р а з ц а и р а с т в о р и т е л я при 
двух (или б о л е е ) в ы б р а н н ы х длинах волн. 
3 . 3 . 2 - 2 . И Н Ф Р А К Р А С Н А Я С П Е К Т Р О С К О П И Я 
Инфракрасная о б л а с т ь э л е к т р о м а г н и т н о г о излучения д е л и т ­
ся на б л и ж н ю ю и н ф р а к р а с н у ю ( 1 - 2 мкм) , и н ф р а к р а с н у ю ( 2 -
25 мкм) и д а л ь н ю ю и н ф р а к р а с н у ю ( 2 5 - 2 5 0 мкм) о б л а с т и . В 
биохимических и с с л е д о в а н и я х н а и б о л е е ч а с т о применяется о б ­
ласть 2 , 5 - 2 0 мкм. 
Инфракрасные с п е к т р ы в о з н и к а ю т в р е з у л ь т а т е так называе­
мых характеристических движений (колебаний) а т о м о в и функ­
циональных групп ( н а п р и м е р , м е т и л ь н о й , к а р б о к с и л ь н о й , амид-
ной и др . ) в м о л е к у л е , п р и в о д я щ и х к д е ф о р м а ц и и химических 
связей, их р а с т я ж е н и ю , изменению д и п о л ь н о г о м о м е н т а и вели­
чины углов м е ж д у связями , д р у г и м еще б о л е е с л о ж н ы м измене­
ниям. Ценность с п е к т р а л ь н о г о анализа в инфракрасной о б л а ­
сти о б у с л о в л е н а тем, ч т о к о л е б а н и я каждой функциональной 
группы в м о л е к у л е очень ч у в с т в и т е л ь н ы к изменениям ее с т р у к ­
туры ( х и м и ч е с к о й ) и конформации. В е с ь м а полезен д л я анали­
тических целей т о т факт, ч т о поглощение с в е т а г р у п п о й а т о м о в 
в молекуле з а в и с и т от их окружения — ч а с т о т ы колебаний ин­
фракрасного с п е к т р а с м е щ а ю т с я в т у или и н у ю с т о р о н у . П о ­
скольку инфракрасные с п е к т р ы — э т о к о л е б а т е л ь н ы е спектры, 
их принято с т р о и т ь в ч а с т о т а х (см~^ и с"-^), а не длинах волн. С 
помощью с п е к т р а л ь н о г о анализа э т о г о типа у д а е т с я различать 
колебания С-Н связи в г р у п п а х ^ С Н г и - С Н з - С п е к т р ы погло ­
щения веществ в инфракрасной о б л а с т и а б с о л ю т н о специфичны, 
их иногда н а з ы в а ю т " о т п е ч а т к а м и пальцев" молекулы. Н е к о т о -
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рые п о л о с ы в инфракрасных спектрах м о л е к у л появляются при 
одних и тех же ч а с т о т а х и с о о т в е т с т в у ю т одинаковым группам 
атомов в молекуле . Такие группы ч а с т о т — важный элемент при 
анализе спектров изучаемых соединений. 
Инфракрасные с п е к т р о ф о т о м е т р ы принципиально не отлича­
ю т с я от с п е к т р о ф о м е т р о в , р а б о т а ю щ и х в ультрафиолетовом и 
видимом свете . Источником излучения я в л я е т с я т е л о , нагревае­
м о е до 1 5 0 0 - 1800^С. Д л я выделения о п р е д е л е н н о й длины волны 
используется м о н о х р о м а т о р , но в к а ч е с т в е д е т е к т о р а применя­
ется т е р м о п а р а ( в м е с т о ф о т о э л е м е н т а ) . 
Основная т р у д н о с т ь инфракрасной с п е к т р о ф о т о м е т р и и за­
ключается в тохМ, что нельзя и с п о л ь з о в а т ь в о д н ы е растворы 
вследствие сильного поглощения Н2О в инфракрасной области 
спектра. П о э т о м у и с п о л ь з у ю т т я ж е л у ю в о д у ( Л 2 О ) , смесь Н2О 
и Д 2 О или х л о р о ф о р м . Н а и б о л е е ч а с т ы м п р и е м о м является при­
менение тонких, д о с т а т о ч н о сухих пленок, к о т о р ы е готовят , рас­
творяя анализируемые в е щ е с т в а в л е т у ч е м р а с т в о р и т е л е , после 
чего д а ю т в о з м о ж н о с т ь р а с т в о р и т е л ю и с п а р и т ь с я на плоской 
пластинке. О б ы ч н о инфракрасная с п е к т р о ф о т о м е т р и я приме­
няется в сочетании с ядерным магнитным резонансом и масс-
спектроскопией. 
3 . 3 . 2 . 3 . К О Л О Р И М Е Т Р И Я 
К о л о р и м е т р и я основана на сравнении интенсивности окрас­
ки анализируемой с р е д ы с о с т а н д а р т н ы м и р а с т в о р а м и . Раз­
л и ч а ю т с у б ъ е к т и в н ы е (визуальные) и о б ъ е к т и в н ы е (с помощью 
ф о т о к о л о р и м е т р а ) методы. 
К визуальным методам о т н о с я т с я м е т о д ы стандартных серий 
(шкалы о к р а с о к ) , дублирования и уравнивания , В биологиче­
ских исследованиях чаще применяют м е т о д стандартных серий 
и ф о т о к о л о р и м е т р и ю . 
Примерами метода стандартных серий я в л я ю т с я определе­
ние кислотности р а с т в о р о в с п о м о щ ь ю рН-индикаторной бума­
ги и универсального индикатора А л я м о в с к о г о . 
М е т о д фотоколориметрии основан на и н с т р у м е н т а л ь н о м из­
мерении интенсивности светового потока, п р о ш е д ш е г о через 
окрашенный р а с т в о р . Экстинция р а с т в о р а п р я м о пропорцио­
нальна его концентрации и толщине с л о я . Окрашенный рас­
т в о р поглощает различные длины волн б е л о г о с в е т а неравно­
мерно, п о э т о м у для увеличения ч у в с т в и т е л ь н о с т и и точности 
метода и с п о л ь з у ю т не весь спектр видимого с в е т а , а только 
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Р и с . 3 . 6 . С х е м а ф о т о э л е к т р о к о л о р и м е т р а . 
i — л а м п а , 2 — с в е т о ф и л ь т р ы , 3—зеркала, ^ — к ю в е т ы , 5 — 
д и а ф р а г м а , 6 — о т с ч е т н ы й б а р а б а н , 7 — ф о т о э л е м е н т ы » 8 — 
г а л ь в а н о м е т р , 9 — о п т и ч е с к и й к л и н . 
ту часть, к о т о р а я н а и б о л е е интенсивно п о г л о щ а е т с я р а с т в о р о м . 
Лля выделения э т о й ч а с т и с п е к т р а и с п о л ь з у ю т с в е т о ф и л ь т р ы , 
пропускающие т о л ь к о узкий пучок л у ч е й определенной ч а с т и 
спектра. С в е т о ф и л ь т р д о л ж е н б ы т ь п о д о б р а н таким, ч т о б ы 
наблюдалось м а к с и м а л ь н о е п о г л о щ е н и е с в е т а окрашенным ис­
следуемым р а с т в о р о м . П о э т о м у д л я р а с т в о р о в , окрашенных в 
желтый цвет, п р и м е н я ю т синие ( 4 5 0 - 4 8 0 нм) с в е т о ф и л ь т р ы , в 
красный — с и н е - з е л е н ы е ( 4 9 0 - 5 0 0 нм) , в с и н и й - — ж е л т ы е ( 5 7 5 -
590 нм) и т .д . 
Лля измерения и н т е н с и в н о с т и с в е т о в о г о потока и с п о л ь з у ю т 
фотоэлементы, к о т о р ы е п р е о б р а з у ю т с в е т о в у ю э н е р г и ю в элек­
трический ток . 
Схема ф о т о к о л о р и м е т р а (рис . 3.6) с о с т а в л е н а таким о б р а з о м , 
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что свет от лампы с п о м о щ ь ю д в у х зеркал д е л и т с я на два па­
раллельных потока одинаковой и н т е н с и в н о с т и . Каждый свето­
вой поток проходит через с в е т о ф и л ь т р и к ю в е т у с раствором 
анализируемого вещества (или к ю в е т у с р а с т в о р и т е л е м ) и по­
падает на фотоэлемент . Э л е к т р и ч е с к и й ток , вырабатываемый 
фотоэлементом , п о с т у п а е т на г а л ь в а н о м е т р , где регистрирует­
ся разность электрических токов . И н т е н с и в н о с т ь обоих све­
товых потоков уравнивается с п о м о щ ь ю оптических клиньев и 
диафраг.мы, связанной с о т с ч е т н ы м б а р а б а н о м . В момент равен­
ства световых потоков г а л ь в а н о м е т р у с т а н а в л и в а е т с я на нуле, 
и по шкале о т с ч е т н о г о б а р а б а н а о п р е д е л я е т с я экстинция рас­
твора . К ю в е т ы , применяемые в ф о т о к о л о р и м е т р и и , готовят из 
кварцевого стекла определенной толщины, к о т о р а я учитывает­
ся при расчетах . Различные типы ф о т о к о л о р и м е т р о в отлича­
ю т с я типами ф о т о э л е м е н т о в , с п о с о б о м измерения фототока, ко­
личеством с в е т о ф и л ь т р о в ; м о г у т р а б о т а т ь и в видимой, и в уль^ 
трафиолетовой частях спектра . 
П р и . м а с с о в ы х ф о т о к о л о р и м е т р и ч е с к и х анализах удобно 
пользоваться калибровочной кривой. Л л я ее построения гото­
вят с е р и ю стандартных р а с т в о р о в разной концентрации и изме­
р я ю т экстинцию этих р а с т в о р о в . С т р о я т график зависимости 
экстинции от концентрации стандартных р а с т в о р о в . Лалее, из­
меряя в тех же условиях экстинцию и с с л е д у е м о г о раствора, по 
графику о п р е д е л я ю т его концентрацию. 
О с н о в н ы м преи.муществом ф о т о к о л о р и м е т р и и является отно­
сительная п р о с т о т а и высокая с к о р о с т ь анализа. С целью по­
вышения т о ч н о с т и ф о т о к о л о р и м е т р и ч е с к и х определений можно 
использовать с п е к т р о ф о т о м е т р . 
С п о м о щ ь ю нефелометрических и т у р б и д и м е т р и ч е с к и х мето­
дов и з м е р я ю т интенсивность рассеянного (нефелометрия) или 
поглощенного ( т у р б и д и м е т р и я ) с в е т а коллоидными раствора­
ми и взвесями. Э т и два м е т о д а р а з л и ч а ю т с я тем, что при нефе­
лометрии р е г и с т р и р у е т с я та ч а с т ь с в е т о в о г о потока , которая 
рассеивается под прямым у г л о м частицами , и м е ю щ и м и линей­
ные размеры больше длины волны п р о х о д я щ е г о через взвесь 
света , а при турбидиметрии измеряется степень ослабления ин­
тенсивности с в е т о в о г о потока, п р о ш е д ш е г о через раствор , со­
держащий нерастворимые частицы. 
В нефелометрии, т у р б и д и м е т р и и и к о л о р и м е т р и и могут ис­
пользоваться одни и те же п р и б о р ы — фотоэлектроколориметры 
и спектрофотометры. Однако для нефелометрических измере-
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НИИ применяют специальные п р и б о р ы — н е ф е л о м е т р ы , принцип 
работы которых аналогичен принципу р а б о т ы к о л о р и м е т р о в , с 
той лишь разницей, ч т о при н е ф е л о м е т р и и н а б л ю д а ю т не п р о х о ­
дящий, а рассеянный с в е т , д л я ч е г о н а б л ю д е н и я п р о в о д я т с б о ­
ку. Расчет концентраций в е щ е с т в при э т о м п р о в о д я т с п о м о щ ь ю 
калибровочных графиков , к о т о р ы е с т р о я т на о с н о в е с т а н д а р т ­
ных суспензий или м у т н ы х р а с т в о р о в , 
Нефелометрические и т у р б и д и м е т р и ч е с к и е м е т о д ы анализа 
менее точны, чем ф о т о к о л о р и м е т р и ч е с к и е , их и с п о л ь з у ю т , на­
пример, для определения с у л ь ф а т о в , х л о р и д о в , ч и с л е н н о с т и 
бактериальных клеток или м и к р о в о д о р о с л е й , а также д р у г и х 
нерастворимых взвесей . Л л я у д е р ж а н и я н е р а с т в о р и м ы х ч а с т и ц 
в дисперсном с о с т о я н и и ( ч т о б ы они не выпали в о с а д о к ) приме­
няют желатин, крахмал и д р у г и е в ы с о к о м о л е к у л я р н ы е п р о з р а ч ­
ные вещества. 
3.3 .2 .4 . С П Е К Т Р О Ф Л У О Р И М Б Т Р И Я 
Методы с п е к т р о ф л у о р и м е т р и и п о з в о л я ю т о п р е д е л я т ь с о д е р ­
жание ф л у о р е с ц и р у ю щ и х в е щ е с т в в р а с т в о р е и различных био ­
логических с и с т е м а х — интактных клетках , о р г а н е л л а х , микро -
сомальной фракции, различных м о д е л ь н ы х о б ъ е к т а х . О с н о в ­
ным преимуществом с п е к т р о ф л у о р и м е т р и и является в о з х М о ж -
ность работы с нативными о б ъ е к т а м и , о т н о с и т е л ь н о высокая 
чувствительность, р е г и с т р а ц и я дина.мики п р о ц е с с о в . С п е к т р о -
флуориметрический анализ о с н о в а н на к о л и ч е с т в е н н о м изме­
рении интенсивности ф л у о р е с ц е н ц и и о б ъ е к т о в в определенных 
участках спектра . 
Флуоресценция ( и с п у с к а н и е с в е т а ) возникает при освещении 
светом с длиной волны, в ы з ы в а ю щ е й п е р е х о д молекул в в о з б у ­
жденное с о стояние . По п р а в и л у С т о к с а длина волны ф л у о р е с ­
ценции больше длины волны в о з б у ж д е н и я . И н т е н с и в н о с т ь флу­
оресценции з а в и с и т о т концентрации ф л у о р е с ц и р у ю щ и х м о л е ­
кул, интенсивности в о з б у ж д а ю щ е г о с в е т а , м о л я р н о г о коэффи­
циента поглощения и величины к в а н т о в о г о в ы х о д а флуоресцен ­
ции: 
где 1ф — интенсивность флуоресценции , г: — концентрация флу-
^фесцирующего в е щ е с т в а , 1^ — и н т е н с и в н о с т ь в о з б у ж д а ю щ е г о 
света, £ л — м о л я р н ы й коэффициент поглощения, Л'д — кванто-
Аьш выход флуоресценции , / — д л и н а о п т и ч е с к о г о пути в о б ъ е к -
Это уравнение с п р а в е д л и в о при поглощении о б ъ е к т о м менее 
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Р и с . 3 .7 . С х е м а с п е к т р о ф л у о р и м е т р а . 
1 — и с т о ч н и к с в е т а , 2, 4 — м о н о х р о м а т о р ы , , 9 — а н а л и з и р у е ­
м ы й о б р а з е ц , 5—фото»лектроумножитель, 6—усилитель, 7 — 
в ы х о д н а с а м о п и с е ц . 
5 % в о з б у ж д а ю щ е г о света , ч т о о б ы ч н о и м е е т м е с т о в биологиче­
ских исследованиях . 
Лля с п е к т р о ф л у о р и м е т р и и п р и м е н я ю т ф л у о р и м е т р ы , спек-
т р о ф л у о р и м е т р ы , м и к р о с п е к т р о ф л у о р и м е т р ы и микрофлуори-
метры. С п е к т р о ф л у о р и м е т р ы и м и к р о с п е к т р о ф л у о р и м е т р ы по­
з в о л я ю т измерять спектры в о з б у ж д е н и я и флуоресценции сус­
пензий клеток, органелл и мембранных везикул. Флуориме­
т р ы о б е с п е ч и в а ю т р е г и с т р а ц и ю и н т е н с и в н о с т и флуоресценции 
только при фиксированных длинах волн. Микроспектрофлуори­
м е т р ы и м и к р о ф л у о р и м е т р ы с о б р а н ы на базе микроскопа . 
Интенсивность флуоресценции сильно з а в и с и т от температу­
ры и при уменьшении ее о т 30 д о 20^С с н и ж а е т с я на 1 0 - 5 0 % , по­
э т о м у при измерениях н е о б х о д и м о т щ а т е л ь н о контролировать 
т е м п е р а т у р у . 
С п е к т р о ф л у о р и м е т р (рис . 3.7) с о с т о и т из и с т о ч н и к а света, 
двух м о н о х р о м а т о р о в , детектора , в к а ч е с т в е к о т о р о г о обычно 
используется ф о т о у м н о ж и т е л ь , и у силителя . Л л я регистрации 
спектра возбуждения о б р а з ц а его о с в е щ а ю т с в е т о м различных 
длин волк, поворачивая м о н о х р о м а т о р М ь и и з м е р я ю т флуо­
ресценцию при постоянной длине волны флуоресценции (моно-
80 
хроматор М2 н е п о д в и ж е н ) . С п е к т р ф л у о р е с ц е н ц и и с н и м а ю т при 
неподвижном м о н о х р о м а т о р е Mi ( в э т о м с л у ч а е о б р а з е ц о с в е ­
щается с в е т о м п о с т о я н н о й д л и н ы в о л н ы ) , измеряя ф л у о р е с ц е н ­
цию при различных д л и н а х волн за с ч е т перемещения м о н о х р о ­
матора Л/г- В о ф л у о р и м е т р а х м о н о х р о м а т о р ы заменены с в е т о ­
фильтрами. 
3 . 3 . 2 . 5 . П Л А М Е Н Н А Я С П Е К Т Р О Ф О Т О М Е Т Р И Я 
Атомы в е щ е с т в , и с п а р я е м ы е в пламени, и с п у с к а ю т или по ­
глощают кванты с в е т а о п р е д е л е н н о й длины волны. Пламенная 
спектрофотометрия п о з в о л я е т по и н т е н с и в н о с т и специфических 
для данного э л е м е н т а линий в с п е к т р е у с т а н а в л и в а т ь количе ­
ство отдельных э л е м е н т о в в в е щ е с т в е . 
С наибольшей в е р о я т н о с т ь ю э л е м е н т ы п о г л о щ а ю т и и с п у с к а ­
ют свет тех длин волн , к о т о р ы е с о о т в е т с т в у ю т н а и б о л е е близко 
расположенным э н е р г е т и ч е с к и м у р о в н я м . П о с к о л ь к у п е р е х о д ы , 
которые м о г у т с о в е р ш а т ь э л е к т р о н ы в а т о м е , з а в и с я т о т р а с п о ­
ложения занятых и с в о б о д н ы х э н е р г е т и ч е с к и х у р о в н е й , а т о м ­
ные спектры д л я разных э л е м е н т о в с т р о г о индивидуальны. 
Свет, и с п у с к а е м ы й а т о м а м и в пламени горелки, м о ж н о р а з л о ­
жить на н а б о р линий в с п е к т р о с к о п е , с п е к т р о г р а ф е и с п е к т р о ­
фотометре. Э т и п р и б о р ы р а з л и ч а ю т с я по с п о с о б у р е г и с т р а ­
ции спектра ( в и з у а л ь н о , на фотопленке , с п о м о щ ь ю ф о т о э л е -
.мента). К о л и ч е с т в о и с п у с к а е м о г о с в е т а п р о п о р ц и о н а л ь н о чи­
слу возбужденных а т о м о в , к о т о р о е в с в о ю о ч е р е д ь з а в и с и т от 
температуры и с о с т а в а пламени. Д л я калибровки и с п о л ь з у ю т 
стандартный р а с т в о р с о л е й . И о н н ы й с о с т а в пламени очень ва­
жен: натрий, н а п р и м е р , д а е т очень б о л ь ш у ю ф о н о в у ю э м и с с и ю , 
1юэтому его о б ы ч н о и з м е р я ю т в п е р в у ю о ч е р е д ь и д о б а в л я ю т в 
одинаковых к о л и ч е с т в а х ко в с е м с т а н д а р т н ы м р а с т в о р а м . 
Соли х л о р а б о л е е л е т у ч и , с л е д о в а т е л ь н о , и с с л е д у е м ы е р а с ­
творы должны с о д е р ж а т ь и з б ы т о к с о л я н о й кислоты. Щ е л о ч ­
ные металлы у с и л и в а ю т э м и с с и ю связанных с ними а т о м о в , т о ­
гда как ф о с ф а т ы , с и л и к а т ы и а л ю м и н а т ы д а ю т н е д и с с о ц и и р у -
ющие соли, тем с а м ы м п о д а в л я я э м и с с и ю кальция и магния. 
Эту т р у д н о с т ь м о ж н о п р е о д о л е т ь , д о б а в и в в п р о б у лантан или 
стронций. П о с к о л ь к у х о р о ш о в ы м ы т о е стекло даже вы сш е го ка­
чества связывает и о д н о в р е м е н н о в ы с в о б о ж д а е т ионы м е т а л л о в , 
рекомендуется х р а н и т ь о б р а з ц ы и с т а н д а р т н ы е р а с т в о р ы в по­
лиэтиленовой п о с у д е . 
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Р и с . 3 .8 . С х е м а р а б о т ы п л а м е н н о г о э м и с с и о н н о г о с п е к т р о ф о ­
т о м е т р а . 
/ — п о д а ч а в о з д у х а д л я р а с п ы л е н и я и с ж и г а н и я о б р а з ц а , Й — 
р а с п ы л и т е л ь , S—подача а н а л и з и р у е м о г о р а с т в о р а , 4 — го ­
р е л к а , 5 — м о н о х р о м а т о р и л и ф и л ь т р , 6 — д е т е к т о р , 7 — р е ­
г и с т р и р у ю щ е е у с т р о й с т в о , 8 — п о д а ч а г о р ю ч е г о г а з а д л я с ж и ­
г а н и я о б р а з ц а . 
Для определе^шя металлических ионов в биологических пре­
паратах н е о б х о д и м о сначала с ж е ч ь о р г а н и ч е с к и е молекулы. 
Р а б о т а атомного (пламенного ) э м и с с и о н н о г о спектрофотоме­
т р а (рис . 3.8) с о с т о и т в с л е д у ю щ е м , В р а с п ы л и т е л е (обычный 
пульверизатор) сжатый в о з д у х ( i ) , п р о х о д я ч е р е з капилляр, за­
хватывает р а с т в о р с о б р а з ц о м {S). О б р а з у ю щ и е с я капли разно­
го размера вместе с потоком в о з д у х а п о п а д а ю т в пламя горелки 
(4) - Лля определения конкретных элементов применяются раз­
личные со ставы газовых с м е с е й ( т а б л . 3.1) . С п е к т р испускания 
анализируемого элемента в ы д е л я ю т , и с п о л ь з у я монохроматор 
(5 ) . Однако для простых рутинных определений натрия, калия 
и кальция можно вместо м о н о х р о м а т о р а и с п о л ь з о в а т ь интер­
ференционные фильтры. Л е т е к т о р а м и (в) о б ы ч н о с л у ж а т фото­
элементы, но, к с ожалению, н е с т а б и л ь н о с т ь пламени уменьшает 
их потенциальную т о ч н о с т ь . При некоторых рутинных измере­
ниях ( эмиссия до шести э л е м е н т о в о д н о в р е м е н н о ) используют 
многоканальные п о л и х р о м а т о р ы . 
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Таблица3.1. С о с т а в г а з о в ы х с м е с е й , и с п о л ь з у е м ы х в п л а ­
м е н н о й с п е к т р о ф о т о м е т р и и д л я о п р е д е л е н и л р а з л и ч н ы х 
э л е м е н т о в 
О п р е д е л я е м ы е С о с т а в с м е с и Т е м п е р а т у р а , 
э л е м е н т ы 
N a , К В о з д у х / п р и р о д н ы й г а з 1 5 0 0 
N a , К В о з д у х / п р о п а н 2 0 0 0 
С а , M g , F e В о з д у х / а ц е т и л е н 2 5 0 0 
T i . V О к и с ь а з о т а / а ц е т и л е н * 3 0 0 0 
* И с п о л ь з у е т с я т о л ь к о в а д с о р б ц и о н н о м а т о м н о м с п е к т р о ф о ­
т о м е т р е . 
В отличие о т э м и с с и о н н о й пламенной ф о т о м е т р и и , где кон­
центрация в е щ е с т в а в р а с т в о р е о п р е д е л я е т с я по и н т е н с и в н о с т и 
спектра излучения его а т о м о в , в а т о м н о - а д с о р б ц и о н н о й спек­
трофотометрии к о н ц е н т р а ц и ю э л е м е н т о в в р а с т в о р е о п р е д е л я ­
ют по адсорбции м о н о х р о м а т и ч е с к о г о с в е т а , п р о х о д я щ е г о ч е р е з 
пламя. 
Анализируемый р а с т в о р в в о д я т в пламя в виде а э р о з о л я . 
При этом и н т е н с и в н о с т ь пучка , п р о х о д я щ е г о ч е р е з пламя, 
уменьшается в с л е д с т в и е а д с о р б ц и и его в о з б у ж д е н н ы м и а т о м а ­
ми. Так как о п т и ч е с к а я п л о т н о с т ь пламени в определенных пре ­
делах пропорциональна концентрации э л е м е н т а в р а с т в о р е , его 
содержание м о ж н о о п р е д е л и т ь по величине ф о т о т о к а анализи­
руемого р а с т в о р а п у т е м сравнения с величиной ф о т о т о к а серии 
стандартных р а с т в о р о в . 
Лля получения у з к о г о пучка с в е т а в а т о м н о - а д с о р б ц и о н н о м 
спектрофотометре ( р и с . 3.9) применяется лампа накаливания 
с двойным м о н о х р о м а т о р о м или разрядная лампа. Разрядная 
лампа п о д б и р а е т с я с у ч е т о м о п р е д е л я е м о г о элемента . При 
анализе спектра о б р а з е ц п о м е щ а е т с я в м е т а л л и ч е с к у ю чашку. 
Распылитель и пламя и м е ю т такие же характеристики,как и в 
эмиссионном а т о м н о м с п е к т р о ф о т о м е т р е . В к а ч е с т в е д е т е к т о ­
ров и с п о л ь з у ю т с я ф о т о у м н о ж и т е л и или ф о т о э л е м е н т ы . Изме ­
рения в о с н о в н о м п р о в о д я т с я при длинах волн о т 190 д о 850 
нанометров. 
Флуоресцентная а т о м н а я с п е к т р о ф о т о м е т р и я аналогична м о ­
лекулярной флуоресценции , но о т л и ч а е т с я тем, ч т о ф л у о р е с ц и ­
руют атомы в газе , а не м о л е к у л ы в р а с т в о р е . При э т о м с в е т 
испускается а т о м а м и , пришедшими в в о з б у ж д е н н о е с о с т о я н и е 
не вследствие нагревания о б р а з ц а , а в р е з у л ь т а т е поглощения 
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Р и с . 3 . 9 . С х е м а р а б о т ы а т о м н о - а д с о р б ц и о н н о г о с п е к т р о ф о т о ­
м е т р а . 
/ — п о д а ч а а н а л и з и р у е м о г о р а с т в о р а , 2—подача г а з о в о й с м е ­
с и , 3—-подача в о з д у х а д л я с ж и г а н и я о б р а з ц а , 4 — р а с п ы л и ­
т е л ь , 5 — г о р е л к а , б ? ~ и с т о ч н и к с в е т а , 7 — м о н о х р о м а т о р , 8 — 
ф о т о у м н о ж и т е л ь , 9-—усилитель. 
света . Лля анализа н е о б х о д и м д о с т а т о ч н о интенсивный источ­
ник света . В отличие от а д с о р б ц и о н н о й а т о м н о й спектрофото-
метрии, в данном с л у ч а е б л а г о д а р я р е з о н а н с н о м у поглощению 
а т о м о в нет н е о б х о д и м о с т и в х о р о ш е м м о н о х р о м а т о р е . Модуля­
ция усилителя д е т е к т о р а той же ч а с т о т о й , что и у первичного 
источника напряжения, и с к л ю ч а е т р е г и с т р а ц и ю прямого света 
от пламени. 
Флуоресцентная атомная с п е к т р о ф о т о м е т р и я имеет очень вы-
^сокую ч у в с т в и т е л ь н о с т ь и позволяет , например , обнаруживать 
цинк и кадмий, когда их с о д е р ж а н и е в о б р а з ц е составляет 
1 • 10~^^ и 2 • 10"^^ частей с о о т в е т с т в е н н о . 
3 , 3 . 2 . 6 . Р Е Ф Р А К Т О М Е Т Р И Я 
Э т о т метод основан на изменении у г л а преломления свето­
вого луча при переходе из одной с р е д ы в д р у г у ю , например 
из стекла в воду (рис . 3.10). Показатель преломления (п) за­
висит от природы вещества , длины волны с в е т а , температуры 
и давления. П о э т о м у точные измерения его п р о в о д я т в моно­
х р о м а т и ч е с к о м свете при определенных т е м п е р а т у р е и давле­
нии, указываия п о д с т р о ч н ы м индексом длину волны, а надстроч­
н ы м — температуру . Например , П489 о значает , ч т о измерения 
проводили при т е м п е р а т у р е 20^С и длине волны 489 нм. Если 
показатель преломления определяется при в и д и м о м свете , то 
указывают только т е м п е р а т у р у с р е д ы . 
Степень поляризации зависит от длины волны с в е т о в о г о по­
тока и природы вещества . Ч е м сильнее в з а и м о д е й с т в и е элек-
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Рис.зло. И з м е н е н и е н а п р а в л е н и я с в е т о в о г о п о т о к а ( л у ч е п р е ­
л о м л е н и е ) п р и п е р е х о д е и з о д н о й о п т и ч е с к о й с р е д ы в д р у г у ю 
(о) и п р е д е л ь н ы й у г о л п р е л о м л е н и я (б). 
ot-угол п а д е н и я , ^З-угол п р е л о м л е н и я . 
тромагнитной волны ( с в е т а ) с в е щ е с т в о м и меньще с к о р о с т ь ее 
распространения в с р е д е , т е м б о л ь ш е коэффициент п р е л о м л е ­
ния. Кванты с в е т а , н е с у щ и е б о л ь ш е энергии , с и л ь н е е взаимо ­
действуют с в е щ е с т в о м и в б о л ь ш е й степени о т к л о н я ю т с я от 
первоначального направления . С л е д о в а т е л ь н о , д л я ф и о л е т о в ы х 
лучей коэффициент п р е л о м л е н и я б у д е т б о л ь ш е , чем для к р а с ­
ных. 
Показатель п р е л о м л е н и я (п) д л я д а н н о г о в е щ е с т в а при опре ­
деленных у с л о в и я х — в е л и ч и н а постоянная , равная о т н о ш е н и ю 
синуса угла падения с в е т о в о г о пучка на п о в е р х н о с т ь д в у х с р е д 
{ос) и синуса у г л а его п р е л о м л е н и я (/?): п ~ s in а / s i n 
С повышением концентрации в е щ е с т в а в р а с т в о р е его пока­
затель преломления у в е л и ч и в а е т с я . Э т а з а в и с и м о с т ь в опре ­
деленном диапазоне концентраций в е щ е с т в а в ы р а ж а е т с я у р а в ­
нением: п — По + ^ С , г д е П о - ^ к о э ф ф и ц и е н т преломления ч и с т о ­
го растворителя, к — э м п и р и ч е с к и й коэффициент , зависящий о т 
природы в е щ е с т в а , С — концентрация в е щ е с т в а в р а с т в о р е . 
Лля измерения у г л а п р е л о м л е н и я с в е т а р а с т в о р о м применя­
ло! рефрактометры, принцип р а б о т ы к о т о р ы х о с н о в а н на изме­
рении предельного у г л а п р е л о м л е н и я . П р е д е л ь н ы м у г л о м пре­
ломления н а з ы в а ю т у г о л преломления , равный 90°. П р е д е л ь ­
ный угол преломления возникает в определенный м о м е н т при 
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Р и с . 3 . 1 1 . Х о д л у ч а с в е т а в п р и з м а х р е ф р а к т о м е т р а . 
/ — о с в е т и т е л ь н а я п р и з м а , t—исследуемый р а с т в о р , 3—из­
м е р и т е л ь н а я п р и з м а , 4 — г р а н и ц а с в е т о т е н и . 
увеличении угла падения, когда луч с в е т а , не попадая в сре­
ду поглощения, идет по границе раздела фаз ( р и с . 3.11). При 
дальнейшем увеличении угла падения н а б л ю д а е т с я полное от­
ражение света . 
Поскольку между у г л о м падения и у г л о м преломления суще­
с т в у е т з а в и с и м о с т ь TV s in а = n s i n / ? , т о в м о м е н т появления пре­
дельного у г л а преломления s in / ? = s in90 ' ' = 1 , и зависимость 
принимает вид nsinQO'^ = j V s i n o , п = TV s in а . Если для одной 
среды известен показатель преломления ( i V ) , т о такой показа­
тель для в т о р о й с р е д ы (п ) легко о п р е д е л и т ь , измерив предель­
ный угол падения а . Э т у величину о п р е д е л я ю т по границе света 
и тени, н а б л ю д а е м о й в р е ф р а к т о м е т р е . В к а ч е с т в е одной сре­
ды в рефрактометрах и с п о л ь з у ю т с т е к л о ( стеклянные призмы), 
для которого показатель преломления известен; в т о р о й средой 
служит жидкость , показатель преломления к о т о р о й необходимо 
измерить. Перед проведением измерений показания рефракто­
метра п р о в е р я ю т по дистиллированной в о д е , по - 1,3330. В 
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простейшем р е ф р а к т о м е т р е ( типа И Р Ф - 4 5 4 ) р а с т в о р в е щ е с т в а 
помещают между д в у м я п р и з м а м и и, в р а щ а я п р и з м е н н у ю ка­
меру, соединенную с у в е л и ч и т е л ь н о й т р у б к о й , н а в о д я т грани­
цу света и тени на центр в и з и р н о г о к р е с т а . З а т е м по шкале 
отсчитывают величину показателя п р е л о м л е н и я . О п р е д е л е н и е 
концентрации в е щ е с т в а в р а с т в о р е в е д у т с п о м о щ ь ю к а л и б р о ­
вочного графика. 
3 . 3 . 2 . 7 . П О Л Я Р И М Е Т Р И Л 
Поляриметрией н а з ы в а ю т о п р е д е л е н и е о п т и ч е с к о г о враще­
ния, т.е. вращения п л о с к о с т и поляризации с в е т а р а с т в о р о м 
оптически активного в е щ е с т в а . О п т и ч е с к о м у в р а щ е н и ю под ­
вергается поляризованный с в е т , к о т о р ы й о т л и ч а е т с я о т непо­
ляризованного тем, ч т о колебания с в е т о в ы х волн в нем п р о и с ­
ходят только в о д н о й п л о с к о с т и . В о б ы ч н о м с в е т е к о л е б а н и я 
происходят во всех п л о с к о с т я х (рис . 3 .12) . П л о с к о с т ь , в к о т о р о й 
наблюдаются к о л е б а н и я с в е т о в ы х волн п о л я р и з о в а н н о г о с в е т а , 
называют п л о с к о с т ь ю поляризации . 
Поляризованный с в е т о б р а з у е т с я , если лучи с в е т а п р о х о д я т 
через кристаллы, о б л а д а ю щ и е о п т и ч е с к о й н е о д н о р о д н о с т ь ю и 
дающие двойное и з о б р а ж е н и е при р а с с м а т р и в а н и и ч е р е з них 
различных п р е д м е т о в ( и с л а н д с к и й шпат , т у р м а л и н , п о л я р о и д -
ные пленки). В таких к р и с т а л л а х п р е л о м л е н и е с в е т о в ы х волн в 
разных п л о с к о с т я х п р о и с х о д и т п о - р а з н о м у . При э т о м н а б л ю д а ­
ется раздвоение л у ч а с в е т а , причем о б а л у ч а п о л я р и з о в а н ы , но 
плоскости поляризации у них взаимно перпендикулярны. С л е ­
дует также о т м е т и т ь , ч т о один из лучей п о д в е р г а е т с я б о л ь ш е м у 
преломлению, чем д р у г о й . На э т о м принципе о с н о в а н о д е й с т в и е 
призмы Николя, п р е д с т а в л я ю щ е й с о б о й две призмы и с л а н д с к о ­
го шпата, склеенные в м е с т е ( р и с . 3 .12) . 
В поляриметре один л у ч с в е т а п р о х о д и т ч е р е з призму Ни­
коля, а д р у г о й п о д в е р г а е т с я п о л н о м у внутреннему о т р а ж е н и ю . 
Прошедший ч е р е з призму Н и к о л я ( п о л я р и з а т о р ) и ставший по­
ляризованным п у ч о к с в е т а п р о п у с к а е т с я через р а с т в о р оптиче ­
ски активных в е щ е с т в . Л л я измерения угла вращения и с п о л ь ­
зуется вторая п р и з м а Николя ( а н а л и з а т о р ) , к о т о р а я связана с 
отсчетным у с т р о й с т в о м (рис . 3.12). 
Все в е щ е с т в а по о т н о ш е н и ю к поляризованному с в е т у делят ­
ся на оптически активные и неактивные. При прохождении по­
ляризованного с в е т а ч е р е з оптически неактивные тела п о л о ж е ­
ние плоскости поляризации о с т а е т с я неизменным. О п т и ч е с к и 
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Р и с . 3 . 1 2 . П р и н ц и п д е й с т в и я и у с т р о й с т в о п о л я р и м е т р а , 
а, 6—распространение н е п о л я р и з о в а н н о г о (а ) и п о л я р и з о в а н ­
н о г о {S) с в е т а ; в — п р о х о ж д е н и е л у ч а с в е т а ч е р е з п р и з м у Н и -
к о л я ; г — с х е м а п о л я р и м е т р а : 1—окуляр, 2—призмы Н и к о л я , 
3—кювета с а н а л и з и р у е м ы м р а с т в о р о м , 4 — к о н д е н с о р , 5 — 
и с т о ч н и к с в е т а . 
активные соединения в р а щ а ю т п л о с к о с т ь поляризации в пра­
в у ю с т о р о н у (по ч а с о в о й с т р е л к е ) или м о г у т б ы т ь левовраша-
ющими. Угол вращения п л о с к о с т и поляризации з а в и с и т от тол­
щины слоя р а с т в о р а , ч е р е з к о т о р ы й п р о х о д и т свет . Если про­
водить измерения при одинаковых т е м п е р а т у р е (20^С) и толщи­
не слоя р а с т в о р а (например, 1 д м ) , у г о л вращения плоскости 
поляризации б у д е т зависеть т о л ь к о от концентрации анализи­
руемых веществ . В стандартных у с л о в и я х для каждого оптиче­
ски активного вещества с у щ е с т в у е т определенное значение угла 
вращения, называемое удельным вращением. Концентрацию ве­
щества в ы ч и с л я ю т по формуле : 
1 0 0 - а 
С -
{•аг 
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угол вращения и с с л е д у е м о г о в е щ е с т в а ; / — д л и н а т р у б ­
ки, дм; — у д е л ь н ы й у г о л в р а щ е н и я . 
К оптически активным с о е д и н е н и я м относятся с а х а р а , м н о ­
гие органические к и с л о т ы , н у к л е и н о в ы е к и с л о т ы , липиды и д р . 
Если в качестве р а с т в о р и т е л я и с п о л ь з у е т с я не в о д а , а какое-
либо другое соединение , а также в с и т у а ц и я х , к о г д а в е л и ч и н а 
удельного вращения неизвестна , к о н ц е н т р а ц и ю а н а л и з и р у е м о г о 
вещества о п р е д е л я ю т по к а л и б р о в о ч н о м у графику . 
Угол вращения п л о с к о с т и п о л я р и з о в а н н о г о с в е т а и з м е р я ю т 
на поляриметре, к о т о р ы й с о с т о и т из п о л я р и з а т о р а , к ю в е т ы с 
растворенным в е щ е с т в о м и анали.^атора ( р и с , 3 .12) . В к а ч е с т в е 
анализатора и п о л я р и з а т о р а с л у ж а т п р и з м ы Николя . К ю в е т а 
поляриметра п р е д с т а в л я е т с о б о й т р у б к у о п р е д е л е н н о й длины, 
в торцы к о т о р о й в с т а в л е н ы с т е к л а . П е р е д заполнением к ю в е т у 
промывают д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й , а з а т е м а н а л и з и р у е м ы м 
раствором. З а п о л н е н н у ю к ю в е т у з а к р ы в а ю т т о р ц е в ы м с т е к л о м 
таким о б р а з о м , ч т о б ы в ней не о с т а л о с ь п у з ы р ь к о в в о з д у х а . 
Угол п о в о р о т а п л о с к о с т и поляризации о п р е д е л я е т с я по равен­
ству освещенности п о л е й , н а б л ю д а е м ы х с п о м о щ ь ю о к у л я р а в 
анализаторе. С а н а л и з а т о р о м с в я з а н о о т с ч е т н о е у с т р о й с т в о . 
Вращая анализатор , у р а в н и в а ю т о с в е щ е н н о с т ь полей и на от -
счетном у с т р о й с т в е ф и к с и р у ю т у г о л п о в о р о т а а н а л и з а т о р а . 
3 .3 .3 . М а с с - с п е к т р о м е т р и я 
М а с с - с п е к т р о м е т р и ч е с к и е м е т о д ы о с н о в а н ы на разделении 
потоков ионов , с о д е р ж а щ и х ч а с т и ц ы с разным о т н о щ е н и е м м а с ­
сы к заряду, в р е з у л ь т а т е к о м б и н и р о в а н н о г о д е й с т в и я э л е к т р и ­
ческого и магнитных полей . 
Регистрация разделения и о н о в д о с т и г а е т с я э л е к т р и ч е с к и м 
(масс-спектрометрия) или ф о т о г р а ф и ч е с к и м ( м а с с - с п е к т р о г р а -
фил) с п о с о б а м и . О п р е д е л е н и е о т д е л ь н ы х ионизированных а т о ­
мов, молекул и их р а д и к а л о в п р о в о д я т с п о м о щ ь ю масс - спек ­
трометров или м а с с - с п е к т р о г р а ф о в (рис . 3 .13) . П е р в ы м шагом в 
масс - спектрометрическом о п ы т е я в л я е т с я ионизация в е щ е с т в а , 
при которой н а р я д у с ионами и с х о д н о г о соединения о б р а з у ю т с я 
ионизированные " о с к о л к и " меньшего м о л е к у л я р н о г о веса . Как 
правило, все ионы з а р я ж е н ы п о л о ж и т е л ь н о , а р а з д е л я ю т с я они 
по величине отношения м а с с ы к заряду . Э т о т м е т о д п о з в о л я е т 
обнаружить соединение , д а ж е если его д о л я в о б р а з ц е с о с т а в л я ­
ет 10"-^. С п о м о щ ь ю м а с с - с п е К т р о м е т р и и иногда у д а е т с я полу -
^^ ить полное п р е д с т а в л е н и е о с т р у к т у р е молекул . Применение 
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Р и с . 3 . 1 3 . С х е м а м а с с - с п е к т р о м е т р а . 
I — р е з е р в у а р с п а р а м и о б р а з ц а , 2—анализируемый о б р а з е ц , 
S — и о н и з а ц и о н н а я к а м е р а , 4 — в а к у у м н ы й н а с о с , 5 — и с т о ч ­
н и к э л е к т р о с т а т и ч е с к о г о п о л я , 6 — т р а е к т о р и я а н а л и з и р у е ­
м ы х и о н о в , 7 — м а г н и т , S — д е т е к т о р , 9 — у с и л и т е л ь , Ю — са­
м о п и с е ц . 
ЭТОГО метода ценно еще и тем, ч т о для э к с п е р и м е н т а требуется 
1 0 ' ^ - 10"^ г вещества . 
Масс-спектр—это н а б о р пиков разной в ы с о т ы , соответству ­
ю щ и х ионам разной м а с с ы , п о э т о м у он не п о х о ж ни на один 
из других электромагнитных с п е к т р о в . И с х о д н ы й ион на масс-
спектре представлен пиком, о т в е ч а ю щ и м н а и б о л ь ш е й массе (ос­
новной пик); однако э т о т ион в о в с е не я в л я е т с я преобладающим. 
Интенсивность линий в м а с с - с п е к т р е о б ы ч н о в ы р а ж а ю т в про­
центах по отношению к интенсивности о с н о в н о г о пика. При ио­
низации, например, двуокиси у г л е р о д а о б р а з у ю т с я следующие 
продукты: C O j , СО"^, О ^ , 0 + , С"*"; с о о т в е т с т в у ю щ и е им в масс-
спектре линии и м е ю т с л е д у ю щ и е соотношения м а с с ы вещества 
к его заряду: 44, 28, 32, 16 и 12. В спектре п р и с у т с т в у ю т и ми­
норные пики, с о о т в е т с т в у ю щ и е д р у г и м естественным изотопам 
тех же фрагментов; ^^С+ - 13 и ^^СОг - 15. 
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3.3.4 . Р а д и о м е т р и ч е с к и е м е т о д ы 
Наибольшее значение д л я и з о т о п н о г о м е ч е н и я и м е ю т р а д и о ­
изотопы, и с п у с к а ю щ и е / ? -частицы ( э л е к т р о н ы ) и 7 -лучи ( ф о т о ­
ны). При прохождении / ? -частиц ч е р е з в е щ е с т в о их э н е р г и я р а с ­
сеивается главным о б р а з о м в р е з у л ь т а т е ионизации и (или) в о з ­
буждения а т о м о в , с к о т о р ы м и они в з а и м о д е й с т в у ю т . Э т и п р о ­
цессы р е г и с т р и р у ю т с я с ч е т ч и к а м и Г е й г е р а - М ю л л е р а (иониза ­
ция) или сцинтилляционными с ч е т ч и к а м и ( в о з б у ж д е н и е ) , к о т о ­
рые подробнее б у д у т о п и с а н ы позже . 
Гамма-лучи п р е д с т а в л я ю т с о б о й э л е к т р о м а г н и т н о е и з л у ч е ­
ние, испускаемое р а д и о и з о т о п о м . Э т и л у ч и не н е с у т з а р я д а и, 
следовательно, не м о г у т п р я м о и о н и з и р о в а т ь а т о м ы . О д н а к о 
они могут в з а и м о д е й с т в о в а т ь с о р б и т а л ь н ы м и э л е к т р о н а м и , вы­
бивая их с о р б и т а л и , или с э л е к т р о м а г н и т н ы м п о л е м я д р а , да ­
вая пару э л е к т р о н — п о з и т р о н . В о б о и х типах в з а и м о д е й с т в и я 
вторичные э л е к т р о н ы , о б р а з у ю щ и е с я п о д д е й с т в и е м 7 -фотонов , 
подобны ^ - ч а с т и ц а м и также с п о с о б н ы и о н и з и р о в а т ь и в о з б у ­
ждать д р у г и е а т о м ы . У ч и т ы в а я э т о , о б н а р у ж е н и е 7 -лучей о с у ­
ществляют в конечном с ч е т е с п о м о щ ь ю тех же м е т о д о в , ч т о и /?-
частиц. Однако на практике д л я измерения 7 - р а д и о а к т и в н о с т и 
применяют специальные д е т е к т о р ы . 
Таблица3.2, Хар«1ктеристика и з о т о п о в , о б ы ч н о и с п о л ь з у е ­
м ы х в б и о л о г и и 
И з о т о п И с п у с к а е м а я П е р и о д 
ч а с т и ц а п о л у р а с п а д а 
1 2 , 3 г о д а 
''С 0 5 5 6 8 л е т 
1 4 , 9 7 ч а с а 
32 р 1 4 , 2 д н я 
35 S 0 8 7 д н е й 
40 к 1 , 2 5 . 1 0 ^ л е т 
164 д н я 
131 J / 3 , 7 8 ,1 д н я 
В л ю б о й м о м е н т ч и с л о а т о м о в радиоактивного м а т е р и а л а , 
распадающихся за единицу времени , п р о п о р ц и о н а л ь н о о б щ е м у 
числу а т о м о в . Т а к и м о б р а з о м , е сли N — ч и с л о а т о м о в , име­
ющихся во в р е м е н н о м и н т е р в а л е t, и dN — ч и с л о а т о м о в , р а с ­
падающихся за единицу времени di, т о dN/dt = XN, где Л — 
постоянная р а с п а д а . 
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О т с ю д а , если No — ч и с л о а т о м о в при ^ = О, т о Л'' = Л^ое"'^'. 
Экспоненциальное уравнение р а с п а д а указывает на то, что в 
течение л ю б о г о интервала времени р а д и о а к т и в н о с т ь (скорость 
распада) препарата б у д е т у м е н ь ш а т ь с я с одинаковой скоро­
с т ь ю . П о с т о я н н у ю р а с п а д а у д о б н о в ы р а ж а т ь ч е р е з период по­
лураспада : 
г = ( 1 п 2 ) / Л = 0 ,693/Л. 
И с х о д я из п е р и о д о в п о л у р а с п а д а , в ы б и р а ю т изотопы для 
биологических и с с л е д о в а н и й ( т а б л . 3.2) . П е р и о д полураспада 
определяет момент , когда н е о б х о д и м о п р о и з в о д и т ь измерение, 
характеризует максимально д о с т у п н у ю у д е л ь н у ю радиоактив­
ность , а также н а и б о л е е у д о б н ы й изотоп д л я эксперимента. 
3.3-4.1. С У М М А Р Н А Я Р А Д И О А К Т И В Н О С Т Ь П Р Е П А Р А Т А 
Единицы измерения р а д и о а к т и в н о с т и — к ю р и ; один кюри 
(Ки) определяется как ч и с л о р а с п а д о в в секунду в 1 г радия и 
эквивалентен 3 ,7010^^распадов-с~Ч Л л я б о л ь ш и н с т в а биологи­
ческих задач о б ы ч н о и с п о л ь з у ю т м е н ь ш у ю радиоактивность — 
милликюри (мКи) или м и к р о к ю р и (мкКи) . Н а практике в ка­
честве стандартной единицы времени и с п о л ь з у ю т минуту , по­
э т о м у 1мкКи = 2 ,22 • Ю^расп. • м и н ~ ^ В с и с т е м е С И за еди­
ницу радиоактивности принят Беккерель ( Б к ) . Э т о очень ма­
лая величина, о т в е ч а ю щ а я о д н о м у р а д и о а к т и в н о м у распаду в 
секунду, т .е . 1Ки = 3 , 7 - 10^°Бк. О б ы ч н о р а д и о а к т и в н о с т ь выра­
ж а ю т в единицах р е г и с т р и р у е м ы х и м п у л ь с о в в м и н у т у , так как 
счетчики радиоактивности р е г и с т р и р у ю т не а б с о л ю т н о е число 
распадов , а только ч а с т ь из них. Л л я в ы с о к о т о ч н ы х экспе­
риментов при определении а б с о л ю т н о г о к о л и ч е с т в а материа­
ла вводят коэффициент, о т р а ж а ю щ и й эффективность измерения 
( счета ) . Диапазон р а д и о а к т и в н о с т и практически используемых 
биохимических препаратов лежит в пределах от д о л е й микро­
кюри до нескольких м и л л и к ю р и ( 0 , 1 мкКи - 10 м К и ) . 
Удельная радиоактивность. П р е п а р а т ы радиоизотопов и 
соединения, меченные изотопами , редко б ы в а ю т изотопно чи­
стыми, поскольку р а д и о и з о т о п ы о б ы ч н о р а з б а в л е н ы химически 
идентичными нерадиоактивными изотопами. Относительное 
содержание р а д и о и з о т о п о в х а р а к т е р и з у е т с я удельной радио­
а к т и в н о с т ь ю — с к о р о с т ь ю р а с п а д а на единицу м а с с ы . Обыч­
но она в ы р а ж а е т с я как единицы р а д и о а к т и в н о с т и на 1 моль 
( К и / м о л ь , м К и / м м о л ь , м к К и / м к м о л ь ) . 
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Р и с . 3 . 1 4 . С х е м а т о р ц о в о г о с ч е т ч и к а Г е й г е р а - М ю л л е р а . 
/ — к о н т а к т к а т о д а , 2—изолированная о с н о в а , 3—анодная 
н и т ь , 4 — к а т о д — в н у т р е н н я я м е т а л л и з и р о в а н н а я п о в е р х н о с т ь 
с ч е т ч и к а , 5 — с т е к л я н н ы й ш а р и к , 6 — о к о ш к о и з с л ю д ы д л я 
в х о д а ч а с т и ц . 
Измерение /? -активности за счет ионизации газов, Ч а с ­
тица, п р о х о д я щ а я ч е р е з газ , с п о с о б н а в ы б и в а т ь о р б и т а л ь н ы й 
электрон о д н о г о из а т о м о в газа , в р е з у л ь т а т е о б р а з у е т с я ион­
ная пара — в ы б и т ы й э л е к т р о н и п о л о ж и т е л ь н о заряженный ион. 
/?-Частица м о ж е т иметь э н е р г и ю , д о с т а т о ч н у ю для ионизации 
нескольких а т о м о в . При ионизации газ с т а н о в и т с я э л е к т р о п р о ­
водным. Е с л и он помещен в к а м е р у , с н а б ж е н н у ю д в у м я з а р я ­
женными э л е к т р о д а м и , т о в т о р и ч н ы е э л е к т р о н ы и п о л о ж и т е л ь ­
ные ионы б у д у т д в и г а т ь с я к аноду и к а т о д у с о о т в е т с т в е н н о , ч т о 
можно з а р е г и с т р и р о в а т ь в виде очень м а л е н ь к о г о и м п у л ь с а за ­
ряда или тока, /^-частица со с р е д н е й энергией д а е т 10^-10^ пар 
ионов на 1 с м п р о б е г а , однако не в с е э т и и о н ы д о с т и г а ю т элек ­
тродов , п о с к о л ь к у ионные пары б ы с т р о р е к о м б и н и р у ю т . П р и 
очень низком напряжении б о л ь ш и н с т в о ионов р е к о м б и н и р у е т д о 
того, как они д о с т и г н у т э л е к т р о д о в . С увеличением напряжения 
захватывается б о л ь ш е е ч и с л о и о н о в д о их рекомбинации. Нако ­
нец, дальнейшее в о з р а с т а н и е напряжения п р и в о д и т к т о м у , ч т о 
все ионы д о с т и г а ю т э л е к т р о д о в . 
Н а и б о л е е р а с п р о с т р а н е н н ы й с ч е т ч и к Г е й г е р а - М ю л л е р а — -
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так называемый т о р ц е в о й счетчик (рис . 3 .14) . Летектор пред~ 
ставляет с о б о й цилиндр, внутренняя с т о р о н а к о т о р о г о покры­
та металлом и с л у ж и т к а т о д о м (4), по о с и п р о х о д и т проволоч­
ный анод {3), а в т о р ц е р а с п о л о ж е н о окно ( 6 ) , через которое 
/^-частицы п о п а д а ю т в заполненную газом камеру . Электрон­
ная система измеряет ток, возникающий при захвате электро­
нов анодом. Т р у б к а о б ы ч н о заполнена инертным газом (гелием, 
неоном, а р г о н о м ) , к к о т о р о м у д о б а в л е н о н е б о л ь ш о е количество 
гасящего элемента ( бутана , пропана, э т а н о л а , х л о р а или брома) 
для предотвращения постоянной ионизации. 
Большинство т р у б о к Г е й г е р а - М ю л л е р а с п о с о б н о регистри­
ровать от 10® до 10^^ и м п у л ь с о в , прежде ч е м д е т е к т о р придет в 
негодность . Э т о ограничение м о ж е т б ы т ь у с т р а н е н о , если снаб­
дить т р у б к и о т в е р с т и я м и для в х о д а и в ы х о д а и пропускать че­
рез т р у б к у непрерывный поток газа. 
Ч у в с т в и т е л ь н о с т ь т р у б к и м о ж е т б ы т ь повышена , если она не 
имеет закрытого окна, так как м н о г и е ^^-частицы не могут про­
никнуть через окно, л и б о , п р о х о д я с к в о з ь него , т е р я ю т столько 
энергии, ч т о у ж е не м о г у т ионизировать газ . Такая модифика­
ция известна как п р о т о ч н ы й счетчик без окна. 
3 . 3 . 4 . 2 . И З М Е Р Е Н И Е Р А Д И О А К Т И В Н О С Т И Ж И Д К О С Т Н Ы М И 
С Н И Н Т И Л Л Я Ц И О Н Н Ы М И С Ч Е Т Ч И К А М И 
При данном виде измерения о б р а з е ц р а с т в о р я ю т или суспен­
д и р у ю т в р а с т в о р и т е л е , с о д е р ж а щ е м одно или несколько флуо­
р е с ц и р у ю щ и х веществ . И с п у с к а е м а я ч а с т и ц а вызывает вспыш­
ку света , которая о б н а р у ж и в а е т с я оптическим п р и б о р о м (фо­
т о у м н о ж и т е л е м ) , п р е в р а щ а ю щ и м свет в э л е к т р и ч е с к и е импуль­
сы, которые м о г у т быть з а р е г и с т р и р о в а н ы . В качестве раство­
рителей и с п о л ь з у ю т такие в е щ е с т в а , как т о л у о л , 1,4-диоксан, 
п-ксилол; в качестве ф л у о р е с ц и р у ю щ и х соединений 2,5-дифе-
нилоксазол ( П П О , или Р Р О англ.) и п-бис-[2-(5-фенилоксазо-
лил)]-бензол ( П О П О П , или Р О Р О Р англ. ) . М о л е к у л ы ППО 
выполняют роль " л о в у ш е к " энергии в о з б у ж д е н и я , переданной 
/^-частицами р а с т в о р и т е л ю . Ч е р е з н е к о т о р о е время э т а энер­
гия будет в ы с в е ч и в а т ь с я в виде квантов с в е т а . При э т о м следу­
ет отметить , что максимум спектра флуоресценции П П О лежит 
в о б л а с т и 363 нм, а максимум спектральной чувствительности 
Ф Э У обычно находится в о б л а с т и 3 9 0 - 4 6 0 нм. П о э т о м у в рас­
т в о р вводят еще один сцинтиллятор , у к о т о р о г о спектр флуо­
ресценции сдвинут в б о л е е д л и н н о в о л н о в у ю о б л а с т ь и совпа-
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дает с максимумом с п е к т р а л ь н о й ч у в с т в и т е л ь н о с т и ф о т о у м н о ­
жителя. В качестве т а к о г о " в т о р и ч н о г о " с ц и н т и л л я т о р а м о ж е т 
выступать П О П О П ( м а к с и м у м ф л у о р е с ц е н ц и и к о т о р о г о лежит 
вблизи 417 нм) . 
Количественно э ф ф е к т и в н о с т ь с ч е т а р а д и о а к т и в н о с т и (в дан­
ной постановке о п ы т а ) , х а р а к т е р и з у ю т о т н о ш е н и е м ч и с л а с в е ­
товых импульсов в м и н у т у , к о т о р ы е р е г и с т р и р у е т п р и б о р (N, 
имп. -мин '^) , к числу р а д и о а к т и в н ы х р а с п а д о в в и с с л е д у е м о м 
образце за э т о же время (D, р а с п . мин""^): Е - N/D. 
В англоязычной л и т е р а т у р е э т о с о о т н о ш е н и е з а п и с ы в а ю т 
так: 
Е = срт/dpm{couwi per min/deconnposit ion per m i n ) . 
Современные с ц и н т и л л я т о р ы п о з в о л я ю т р е г и с т р и р о в а т ь /?-
излучение р а д и о а к т и в н о г о у г л е р о д а с э ф ф е к т и в н о с т ь ю о к о л о 
95%, тогда как для т р и т и я м а к с и м а л ь н а я э ф ф е к т и в н о с т ь не пре ­
вышает 60%. Таким о б р а з о м , описанный выше с п о с о б р е г и с т р а ­
ции ^^-частиц ( у ч е т в с п ы ш е к с ц и н т и л л я ц и и ) не является с т о п р о ­
центно эффективным, так как не в с е /^-частицы б у д у т з а р е г и ­
стрированы, однако при д о с т а т о ч н о б о л ь ш о м числе актов рас ­
пада сохраняется п р о п о р ц и о н а л ь н о с т ь ч и с л а с в е т о в ы х импуль­
сов числу /?-частиц, с н и з и т с я лишь " э ф ф е к т и в н о с т ь с ч е т а " чи­
сла ^ -распадов . 
Возможность р е г и с т р а ц и и р а д и о а к т и в н о с т и з а в и с и т о т с о ­
отношения с и г н а л / ш у м . П р и м е н е н и е д и с к р и м и н а т о р о в , о с у щ е ­
ствляющих анализ а м п л и т у д ы и м п у л ь с о в , п о з в о л я е т снизить 
фоновое излучение д о 35 ими • мин~^ без потери эффективности 
счета. 
Тушение сцинтилляции п р о я в л я е т с я в снижении ч и с л а ре­
гистрируемых с в е т о в ы х и м п у л ь с о в и уменьшении их интенсив­
ности в с л е д с т в и е с о д е р ж а н и я в радиоактивном препарате или 
сцинтилляторе н е к о т о р ы х п р и м е с е й . Р а з л и ч а ю т тушение хими­
ческое (его вызывает в о д а , к и с л о т ы , с оли , р а с т в о р е н н ы й кисло ­
род), цветовое ( окрашенные или п о г л о щ а ю щ и е в у л ь т р а ф и о л е -
'J^ e растворы) и тушение , я в л я ю щ е е с я р е з у л ь т а т о м разбавления 
(разбавление р а с т в о р и т е л я и ф л у о р е с ц е н т а о б р а з ц о м ) . 
3 . 3 . 4 . 3 . М Е Т О Л И З О Т О П Н О Г О Р А З Б А В Л Е Н И Я 
Из р а д и о м е т р и ч е с к и х м е т о д о в в ы д е л я ю т м е т о д изотопно -
разбавления, к о т о р ы й о с н о в а н на разбавлении соединения, 
меченного радиоактивным и з о т о п о м , неактивным компонентом 
смеси . Лля э т о г о к анализируемой с м е с и д о б а в л я ю т неко­
т о р о е количество соединения, м е ч е н н о г о одним из изотопов и 
по с о с т а в у с о в п а д а ю щ е г о с о п р е д е л я е м ы м компонентом . При 
э т о м удельная активность соединения, м е ч е н н о г о радиоактив­
ным изотопом, уменьшится . Если в ы д е л и т ь ч а с т ь анализируе­
мого вещества , т о м о ж н о о п р е д е л и т ь к о н е ч н у ю у д е л ь н у ю актив­
ность . Зная н а ч а л ь н у ю и к о н е ч н у ю у д е л ь н ы е активности , легко 
вычислить с о д е р ж а н и е о п р е д е л я е м о г о в е щ е с т в а . 
П р е и м у щ е с т в о м е т о д а и з о т о п н о г о разбавления перед други­
ми радиометрическими м е т о д а м и з а к л ю ч а е т с я в т о м , что отпа­
дает н е о б х о д и м о с т ь в к о л и ч е с т в е н н о м выделении определяемо­
го вещества . Л о с т а т о ч н о в ы д е л и т ь лишь его ч а с т ь в химически 
чистом виде. П о э т о м у э т о т м е т о д о с о б е н н о ценен в т о м случае, 
когда полное выделение и с с л е д у е м о г о в е щ е с т в а из анализируе­
мой с м е с и затруднительно или н е в о з м о ж н о . 
Р а с с ч и т а т ь концентрацию и с с л е д у е м о г о соединения можно 
с л е д у ю щ и м о б р а з о м . Если н е к о т о р о е к о л и ч е с т в о в е щ е с т в а име­
ет м а с с у Wi и р а д и о а к т и в н о с т ь Л, т о его удельная активность 
h будет равна 
h = Л / Р У ь и м п • мин • м г " Ч 
При добавлении т о ч н о г о к о л и ч е с т в а т а к о г о в е щ е с т в а к опре­
деляемой навеске W2 анализируемого неактивного соединения 
удельная радиоактивность с м е с и 1^ б у д е т равна 
I2 = A/{Wi + 1^2), имп • мин • м г ~ ^ 
Решая с и с т е м у уравнений, приведенных выше, получим: 
W2 = Wl(h/l2-l), 
так как W — VC, т о 
V2C2 = ViCi{h/h-\), 
где Vi — о б ъ е м радиоактивного р а с т в о р а известной концентра­
ции; V2 — о б ъ е м и с с л е д у е м о г о р а с т в о р а ; С2 — концентрация 
анализируемого р а с т в о р а . 
3 . 3 . 4 . 4 . Р А Л И О А К Т И В А Ц И О Н Н Ы Й А Н А Л И З 
Э т о т м е т о д з а к л ю ч а е т с я в п е р е в о д е с т а б и л ь н ы х изотопов 
элемента в радиоактивные, ч т о позволяет оценить содержание 
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конкретных э л е м е н т о в в а н а л и з и р у е м о м о б р а з ц е по " н а в е д е н ­
ной" радиоактивности. Л л я э т о г о а н а л и з и р у е м ы е о б р а з ц ы о б ­
лучают в атомном р е а к т о р е . П е р и о д п о л у р а с п а д а и э н е р г и я 
излучения специфичны д л я разных и з о т о п о в . И з м е р и в р а д и о а к ­
тивность и зная в р е м я о б л у ч е н и я , и н т е н с и в н о с т ь п о т о к а о б л у ­
чающих частиц, с о о т в е т с т в у ю щ и е я д е р н о - ф и з и ч е с к и е х а р а к т е ­
ристики о п р е д е л я е м о г о э л е м е н т а , м о ж н о в ы ч и с л и т ь е г о в е с о в о е 
количество. Р а д и о а к т и в а ц и о н н ы й анализ о т н о с и т с я к н а и б о л е е 
высокочувствительным м е т о д а м а н а л и т и ч е с к о й химии. 
К числу других р а д и о м е т р и ч е с к и х м е т о д о в анализа о т н о с я т ­
ся также р а д и о х р о м а т о г р а ф и я , н е й т р о н н а я а б с о р б ц и о м е т р и я , 
радиометрическое т и т р о в а н и е . 
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Б И О Х И М И Ч Е С К И Е М Е Т О Д Ы 
В данной главе представлены м е т о д ы анализа органических 
веществ растений, о снованные п р е и м у щ е с т в е н н о на использова­
нии химических с в о й с т в этих соединений в с о ч е т а н и и с фракци­
онированием с п о м о щ ь ю центрифугирования , хроматографии, 
электрофореза . Приведенные ниже м е т о д ы не т р е б у ю т сложно­
го о б о р у д о в а н и я , к о т о р о е , по с у щ е с т в у , м о ж е т б ы т ь ограниче­
но центрифугой, с п е к т р о ф о т о м е т р о м , а н а л и т и ч е с к и м и весами, 
прибором для э л е к т р о ф о р е з а и о б ы ч н ы м н а б о р о м химической 
посуды. А в т о р ы отдавали предпочтение м е т о д а м , в которых ис­
п о л ь з у ю т с я н а и б о л е е д о с т у п н ы е х и м и ч е с к и е в е щ е с т в а . 
4 . 1 . Б Е Л К И 
Белки (протеины) — в ы с о к о м о л е к у л я р н ы е ( о т 6 т ы с . до не­
скольких миллионов ) линейные г е т е р о п о л и м е р ы , с о с т о я щ и е из 
а -амино-карбоновых кислот , соединенных пептидными связями. 
В листьях и семенах содержание белков с о с т а в л я е т 1 0 - 2 0 % су­
хой м а с с ы ( 3 - 4 % с ы р о й м а с с ы ) , в с т е б л я х — 5 - 6 % с у х о й мас­
сы , в сочных плодах — 0 , 2 - 2 % с ы р о й м а с с ы . Р а с т и т е л ь н ы е бел­
ки с о с р е д о т о ч е н ы в цитоплазме клеток, их с о д е р ж а н и е в кле­
точных стенках невелико ( 1 - 3 % с у х о й м а с с ы в т о р и ч н о й кле­
точной стенки) . В одном растении н а с ч и т ы в а ю т с я т ы с я ч и раз­
личных белков . Они о т л и ч а ю т с я по р а с т в о р и м о с т и , кислотно-
щелочным с в о й с т в а м , размерам, с п о с о б н о с т и к специфическим 
взаимодействиям с д р у г и м и молекулами. На э т и х различиях 
основаны м е т о д ы фракционирования белков . С л е д у е т учиты­
вать , что белки — очень лабильные соединения, м н о г и е из них 
легко т е р я ю т специфические б и о л о г и ч е с к и е с в о й с т в а (денату­
р и р у ю т ) в кислых и щелочных р а с т в о р а х , в п р и с у т с т в и и ионных 
детергентов , под действием низших а м и д о в , т р и х л о р у к с у с н о й 
кислоты ( Т Х У ) , таннинов, низших с п и р т о в , ацетона , при нагре­
вании. П о с л е м н о г о ч а с о в о г о кипячения в р а с т в о р а х кислот и 
щелочей белки г и д р о л и з у ю т с я д о аминокислот . 
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4 . 1 . 1 . Э к с т р а к ц и я белков из тканей растений 
Белки по р а с т в о р и м о с т и д е л я т на в о д о р а с т в о р и м ы е а л ь б у ­
мины ( р а с т в о р и м ы т а к ж е в с о л е в ы х р а с т в о р а х , р а з б а в л е н н ы х 
кислотах и щ е л о ч а х ) , с о л е р а с т в о р и м ы е г л о б у л и н ы ( р а с т в о р и ­
мы также в р а з б а в л е н н ы х к и с л о т а х и щ е л о ч а х ) , щ е л о ч е р а с т в о -
римые глютелины ( р а с т в о р и м ы и в разбавленных к и с л о т а х ) . 
Белки о с а ж д а ю т с я э т а н о л о м , а ц е т о н о м , Т Х У , с о л я м и т я ж е ­
лых металлов , н а с ы щ е н н ы м и с о л е в ы м и р а с т в о р а м и ( н а п р и м е р , 
4 М ( N H 4 ) 2 S 0 4 ) , таннинами. В семенах злаков е с т ь с п и р т о р а с -
творимые з а п а с н ы е белки п р о л а м и н ы . В о с н о в н о м белки н а х о ­
дятся в цитоплазме к л е т о к в р а с т в о р е , причем их с о д е р ж а н и е 
в смеси м о ж е т д о с т и г а т ь 4 0 % . Т а к и м о б р а з о м , белки х о р о ш о 
растворимы в с р е д е с ф и з и о л о г и ч е с к и м и концентрациями с о ­
лей (0,8 - 1 % , 0 , 1 5 - 0 , 2 0 М ионная с и л а ) и н е й т р а л ь н о м значении 
рН. 
При гомогенизации р а с т и т е л ь н о й ткани, п р е д ш е с т в у ю щ е й 
экстракции б е л к о в , п р о и с х о д и т подкис л ение ц и т о п л а з м ы в ре ­
зультате выделения к и с л о г о к л е т о ч н о г о с о к а из центральной ва­
куоли, поступления в г о м о г е н а т а т м о с ф е р н о г о к и с л о р о д а , выде ­
ления из вакуолей г и д р о л а з , о к с и д а з , п е р о к с и д а з . Ч т о б ы п о л у ­
чить нативные белки, нужно с т р е м и т ь с я с о х р а н и т ь т е у с л о в и я , 
которые были в п р о т о п л а з м е д о гомогенизации. П о д д е р ж а н и е 
рН д о с т и г а е т с я при и с п о л ь з о в а н и и с л а б о щ е л о ч н ы х б у ф е р о в (рН 
7 , 5 - 8 , 5 ) . Лля снижения о к и с л и т е л ь н ы х п р о ц е с с о в , прежде в с е г о 
окисления п о л и ф е н о л о в о к с и д а з а м и с о б р а з о в а н и е м темных пиг­
ментов, с о р б и р у ю щ и х с я на белках и и н а к т и в и р у ю щ и х фермен­
ты, д о б а в л я ю т в о с с т а н о в и т е л и : 2 - м е р к а п т о э т а н о л , д и т и о т р е и -
тол, д и т и о э р и т р и т о л , цистеин, а с к о р б и н о в у ю к и с л о т у . Л е н а т у -
рацию и г и д р о л и з б е л к о в м о ж н о п р е д о т в р а т и т ь , если вести вы­
деление при О, -h4*=*C, д о б а в л я я и н г и б и т о р ы п р о т е о л и з а : фенил-
м е т и л с у л ь ф о н и л ф т о р и д ( Ф М С Ф ) , пепстатин и д р . Е с л и т р е б у ­
ется сохранить м е м б р а н н ы е с т р у к т у р ы , т о выделение п р о в о д я т 
в изотоническом (0 ,25 М ) или г и п е р т о н и ч е с к о м ( 0 , 5 - 1 М ) рас ­
творе с а х а р о з ы или глицерина. Ч т о б ы п о д д е р ж а т ь с в о й с т в е н ­
ную цитоплазме (в о т л и ч и е о т вакуоли и клеточной стенки) низ­
кую концентрацию поливалентных катионов , в с р е д у ч а с т о д о ­
бавляют х е л а т о р э т и л е н д и а м и н т е т р а а ц е т а т ( Э Л Т А , 3 - 5 м М ) . 
Этими правилами р у к о в о д с т в у ю т с я для получения так называе­
мого г р у б о г о ф е р м е н т а т и в н о г о э к с т р а к т а . Р а з р а б о т а н ы м е т о д ы 
выделения специфических групп белков . Например , м е м б р а н ­
ные белки в ы д е л я ю т из фракций м е м б р а н с о л е в ы м и п р о м ы в к а м и 
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и о б р а б о т к о й детергентами. Ф е р м е н т ы клеточных стенок так­
же извлекают р а с т в о р а м и с о л е й из фракций клеточных стенок. 
Основные белки х р о м а т и н а — г и с т о н ы — э к с т р а г и р у ю т разба­
вленными кислотами. З а п а с н ы е белки семян о б ы ч н о последова­
тельно э к с т р а г и р у ю т д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й , 1 М N a C l , 0 ,2 -
2%-ной щ е л о ч ь ю , 6 0 - 8 0 % - н ы м э т а н о л о м . 
Для определения с у м м а р н о г о к о л и ч е с т в а белков требуется 
извлечь максимальное к о л и ч е с т в о б е л к о в из ткани, не заботясь 
о сохранении их нативности , а также у д а л и т ь вещества , меша­
ю щ и е определению белков . М е т о д и к а м о ж е т базироваться на 
дифференциальной экстракции и на дифференциальном осажде­
нии белков . В первом с л у ч а е ткань п р е д в а р и т е л ь н о промывают 
от веществ небелковой п р и р о д ы в у с л о в и я х , когда белки не рас­
т в о р я ю т с я , например, п р о м ы в а ю т э т а н о л о м , этанол/эфиром, 
Т Х У . Э т о позволяет у д а л и т ь липиды, пигменты, фенольные 
вещества , с в о б о д н ы е а м и н о к и с л о т ы , н у к л е о т и д ы , сахара , крах­
мал, частично г и д р о л и з о в а т ь нуклеиновые к и с л о т ы . Белки вме­
сте с нуклеиновыми к и с л о т а м и и г е м и ц е л л ю л о з а м и растворяют 
в течение нескольких ч а с о в в 0 , 5 - 1 н. щ е л о ч и . М о ж н о переоса­
дить белок, д о б а в и в к э к с т р а к т у равный о б ъ е м 20%-ной Т Х У . 
В о в т о р о м с л у ч а е белки в м е с т е с нуклеиновыми кислотами, по­
лисахаридами, с а х а р а м и , а м и н о к и с л о т а м и , нуклеотидами, пиг­
ментами, фенолами и з в л е к а ю т из ткани щ е л о ч ь ю с добавлением 
детергента , а затем и з б и р а т е л ь н о о с а ж д а ю т Т Х У , промывают 
органическими р а с т в о р и т е л я м и и вновь р а с т в о р я ю т в щелочи. 
4 . 1 . 1 . 1 . П О Л У Ч Е Н И Е Г Р У Б О Г О 
Ф Е Р М Е Н Т А Т И В Н О Г О Э К С Т Р А К Т А 
Оборудование и реактивы. Ц е н т р и ф у г а с охлаждением, 
центрифужные пробирки , ф а р ф о р о в а я с т у п к а с пестиком. 
Буфер для экстракции: 50 м М трис -оксиметиламинометан — 
НС1, 1 м М Э Л Т А , 0,1%-ный 2 -меркаптоэтанол (рН 7,9). 
Х о д р а б о т ы . 2 г свежих или фиксированных жидким азотом 
п р о р о с т к о в кукурузы р а с т и р а ю т на х о л о д у (О, - f4* 'C) в ступ­
ке с кварцевым песком и 4 мл б у ф е р а . Г о м о г е н а т переносят 
в центрифужную пробирку . С т у п к у д в а ж д ы п р о м ы в а ю т буфе­
ром (по 1 мл ) , промывные р а с т в о р ы также с л и в а ю т в пробирку. 
С м е с ь с р а з у же ц е н т р и ф у г и р у ю т на х о л о д у в течение 15 мин 
при 8 тыс.р. О с а д о к о т б р а с ы в а ю т , а центрифугат используют 
для определения активности ферментов или для фракциониро­
вания белков . 
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4ЛЛ.2. В Ы Л Е Л Б Н И Б С У М М А Р Н О Г О К О Л И Ч Е С Т В А Б Е Л К О В 
Оборудование и р е а к т и в ы . Ц е н т р и ф у г а , ц е н т р и ф у ж н ы е 
пробирки, ф а р ф о р о в а я с т у п к а с п е с т и к о м , пипетки, п р о б и р к и . 
96%-ный э т а н о л , э т а н о л / д и э т и л о в ы й э ф и р ( 1 / 1 ) , 10%-ная Т Х У , 
0,5 н. N a O H . 
Х о д работы. 1 г п р о р о с т к о в к у к у р у з ы р а с т и р а ю т в с т у п к е на 
холоду, п е р е н о с я т в ц е н т р и ф у ж н ы е п р о б и р к и с п о м о щ ь ю 10 мл 
96%'пого э т а н о л а и н а г р е в а ю т 10 мин на кипящей в о д я н о й бане. 
Осадок о т д е л я ю т ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м при 10 т ы с . ^ в течение 
10 мин, с у п е р н а т а н т о т б р а с ы в а ю т . З а т е м о с а д о к п р о м ы в а ю т , 
последовательно с у с п е н д и р у я и о с а ж д а я ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м 
в 10 мл 10%-ной Т Х У , 10 мл 2%-ной Т Х У , 10 мл в о д ы , 5 мл 
этанола, 5 мл с м е с и э т а н о л а с д и э т и л о в ы м э ф и р о м , в ы с у ш и в а ­
ют при комнатной т е м п е р а т у р е и в течение ночи э к с т р а г и р у ю т 
0,5 н. N a O H (2 м л ) . 
4 .1 .2 . К о л и ч е с т в е н н о е определение белков 
Количественное о п р е д е л е н и е белков м о ж н о п р о в е с т и , и с п о л ь ­
зуя о с о б е н н о с т и их э л е м е н т а р н о г о с о с т а в а ( п о с т о я н с т в о д о л и 
азота), ф и з и к о - х и м и ч е с к и е с в о й с т в а пептидных связей и амино­
кислотных о с т а т к о в в м о л е к у л е белка , а также с п о с о б н о с т ь бел­
ковых г л о б у л с о р б и р о в а т ь р я д к р а с и т е л е й . М е т о д ы значитель ­
но р а з л и ч а ю т с я по ч у в с т в и т е л ь н о с т и и специфичности . Напри­
мер, м е т о д Л о у р и г о р а з д о ч у в с т в и т е л ь н е е б и у р е т о в о г о и д а е т 
возможность о п р е д е л и т ь к о л и ч е с т в о белка в сильно разбавлен­
ном р а с т в о р е , но он м а л о с п е ц и ф и ч е н и т р е б у е т б о л е е т щ а т е л ь ­
ной очистки б е л к о в о т с о п у т с т в у ю щ и х в е щ е с т в , чем б и у р е т о в ы й 
метод. 
4.1.2.1. О П Р Е Л В Л Б Н И Е С О Д Е Р Ж А Н И Я Б Е Л К О В 
П О П О Г Л О Щ Е Н И Ю У Л Ь Т Р А Ф И О Л Е Т А 
В с е белки п о г л о щ а ю т с в е т в у л ь т р а ф и о л е т о в о й о б л а с т и спек­
тра. П о г л о щ е н и е и м е е т м а к с и м у м ы при 190 и 280 нм. Пик 
при 190 нм о б у с л о в л е н поглощением у л ь т р а ф и о л е т а г и б р и д ­
ной э л е к т р о н н о й с т р у к т у р о й пептидной группы, а при 280 нм — 
тг-электронной с и с т е м о й а р о м а т и ч е с к и х аминокислот т р и п т о ф а ­
на и тирозина . О ч е н ь м н о г и е б и о л о г и ч е с к и е соединения и ком­
поненты б у ф е р о в п о г л о щ а ю т у л ь т р а ф и о л е т ( к а р б о н о в ы е кисло ­
ты, фенолы, с п и р т ы , б и к а р б о н а т ) . П о э т о м у эти м е т о д ы при­
менимы т о л ь к о к х о р о щ о очищенным б е л к о в ы м р а с т в о р а м , на-
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пример к х р о м а т о г р а ф и ч е с к и м фракциям белков . Измерению 
не м е ш а ю т с о д е р ж а щ и е с я в с р е д е N a C l ( 0 , 9 % ) , фосфаты (5 мМ), 
сульфаты (50 м М ) , поглощение м а л о зависит от рН в диапазоне 
рН 2 - 1 0 . 
О б о р у д о в а н и е . С п е к т р о ф о т о м е т р . 
Х о д р а б о т ы . О п р е д е л я ю т о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь белкового 
р а с т в о р а в воде , 0 , 1 - 1 М N a C l или в с л а б о м фосфатном буфе­
ре при 280 нм против с о о т в е т с т в у ю щ е г о контроля . Удельная 
экстинкция белков eIqqI^^ в а р ь и р у е т от 0,4 д о 1,5 в зависи­
м о с т и от содержаршя триптофана и тирозина . Если анализи­
р у ю т с м е с ь белков, то E^^qI^^ — 1. Если анализируют рас­
т в о р , с одержащий белки и нуклеиновые кислоты , т о концентра­
цию белка (С) в ы ч и с л я ю т по фор.муле В а р б у р г а и Христиана; 
С ( м г / м л ) ~ f • £ ' 280нм- Коэффициент / о п р е д е л я ю т , исходя из 
отношения £ " 2 8 0 / 2 6 0 ( т а б л . 4 .1) . Ф о р м у л о й м о ж н о пользоваться, 
если отношение к о л и ч е с т в а нук;1еиновых кислот к белку не пре­
вышает 2 0 % . 
Таблица 4.Ковффицменты / д л я р а з л и ч н ы х з н а м е н и й с о ­
о т н о ш е н и я к о э ф ф и ц и е н т о в э к с т и н к ц и й п р и 2 8 0 и 2 6 0 н м 
£^280/260 Н у к л е и н о в ы е ^ 2 8 0 / 2 6 0 Н у к л е и н о в ы е 
к - т ы , % о т к - т ы , % о т 
с у м м ы б е л к о в с у м м ы б е л к о в 
и н у к л е и н о ­ и н у к л е и н о ­
в ы х к -т в ы х и-т 
1,75 0 1 Д 2 0 , 8 2 6 ,0 0 ,63 
1,52 0 ,5 1,0.5 0 , 7 8 7,0 0 ,59 
1,36 1.0 0 ,99 0 , 7 5 8,0 0 ,55 
1,16 2,0 0 , 9 0 0 , 7 3 9,0 0 ,51 
1 ,03 3,0 0 , 8 1 0 , 7 1 10 ,0 0 ,48 
0 ,94 4 .0 0 ,74 0 , 6 5 14 ,0 0 ,38 
0 ,87 5,0 0 , 6 8 0 , 5 9 2 0 , 0 0 ,28 
Б о л е е сильное поглощение белками дальнего ультрафиоле­
та ( 1 9 0 - 2 2 0 нм) о б у с л о в л е н о пептидными связями. Измерение 
о б ы ч н о проводят не в пике поглощения (190 нм), а при 205 или 
210 нм, так как при 190 нм свет п о г л о щ а е т молекулярный кисло­
род. Для вычислений и с п о л ь з у ю т с л е д у ю щ и е коэффициенты 
^кстинк.шй: E^;li:'^ = 3 1 , Е.^Го!"" = 20. £^о":„'Г варьирует от 
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30 до 35 для разных б е л к о в , ^ г Г о и м ^ ^ ^ т ^0 д о 24. Р а з л и ч и е 
коэффициентов в з н а ч и т е л ь н о й степени о б у с л о в л е н о в к л а д о м в 
поглощение а р о м а т и ч е с к и х а м и н о к и с л о т , с о д е р ж а н и е к о т о р ы х 
в белках не одинаково . Ч т о б ы т о ч н е е о п р е д е л и т ь у д е л ь н у ю э к с -
тинкцию смеси б е л к о в , н у ж н о у ч е с т ь вклад в п о г л о щ е н и е т и р о ­
зина и триптофана: 
nilMr /мл _ , , « г ч ^ 2 8 0 н м 
^ 2 0 5 н м - ^ ( - h l / U — . 
^ 2 0 5 н м 
Измерять поглощение в д а л ь н е м у л ь т р а ф и о л е т е нужно т о л ь ­
ко с достаточно н о в ы м и д е й т е р и е в ы м и лампами в п р о м ы т ы х 
азотной кислотой кварцевых к ю в е т а х . П р и р а б о т е с о с т а р ы -
.ми лампами поглощение б е л к о в при 205 нм м о ж е т б ы т ь лаже 
меньшим, чем при 210 нм. 
4.1 .2.2. М Е Т О Л К Ь Б Л Ь Л А Л Я 
Это традиционный м е т о д о п р е д е л е н и я б е л к о в о г о а з о т а и бел­
ка. Содержание а з о т а в б е л к а х в а р ь и р у е т незначительно ( 1 5 -
18%) и в среднем с о с т а в л я е т 1 6 % . П о э т о м у , о п р е д е л и в коли­
чество белкового а з о т а , м о ж н о у м н о ж е н и е м э т о й величины на 
средний коэффициент 6,25 в ы ч и с л и т ь к о л и ч е с т в о белка. В се ­
менах растений с о д е р ж а т с я з а п а с н ы е белки, б о г а т ы е амидами 
глютамином и а с п а р а г и н о м . П о э т о м у д о л я азота у э т и х бел ­
ков выше, а п е р е с ч е т н ы й коэффициент меньше с р е д н е г о . Л л я 
пшеницы и ячменя — 5 , 7 0 , д л я р и с а — 5 , 9 5 , для ржи — 5 , 8 3 , для 
сои — 5 , 7 1 , для а р а х и с а — 5,46, д л я подсолнечника , льна, хлоп­
чатника - 5 , 3 0 . 
Навеску р а с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а о т м ы в а ю т от а з о т с о д е р -
>«ащих веществ н е б е л к о в о й п р и р о д ы , выдерживая в п о д о г р е т о й 
воде, перешедщий при э т о м в р а с т в о р белок о с а ж д а ю т Т Х У . 
Осадок белка с ж и г а ю т в концентрированной серной кислоте . 
При этом п р о и с х о д и т минерализация б е л к о в о г о а з о т а с о б р а ­
зованием ( N H 4 ) 2 S 0 4 . К о л и ч е с т в о аммиака о п р е д е л я ю т с п о м о -
'Дью реактива Н е с с л е р а — д в о й н о й соли й о д и с т о й р т у т и и йо ­
дистого калия ( H g b • 2К1), р а с т в о р е н н о й в К О Н . При взаимо­
действии реактива Н е с с л е р а с а м м и а ч н ы м р а с т в о р о м о б р а з у е т -
йодистый м е р к у р а м м о н и й , о к р а ш и в а ю щ и й р а с т в о р в ж е л т о -
^^ранжевый пвет: 
NH3 -К 2 ( H g b • 2 K I ) - f ЗКОН ^ N H 2 • H g . I O - f 2 K I + 2Н2О. 
1 0 3 
С о д е р ж а н и е в п р о б е с о л е й кальция, магния, меди, железа, 
марганца м е ш а е т о п р е д е л е н и ю , так как э т и с о л и о б р а з у ю т в ре­
акционной с р е д е осадки. У м е н ь ш и т ь д е й с т в и е э т и х с о л е й можно 
добавлением в и с п ы т у е м ы й р а с т в о р с е г н е т о в о й с о л и или циани­
с т о г о калия перед внесением в него реактива Н е с с л е р а . 
Оборудование и реактивы. С п е к т р о ф о т о м е т р , колбы Кьель­
даля на 5 0 - 2 5 0 мл или т е р м о с т о й к и е п р о б и р к и на 2 0 - 4 0 мл 
длиной 1 5 - 2 0 см; мерные к о л б ы на 50 мл, пипетки, ворон­
ки, химические стаканы на 50 мл, к а л и б р о в а н н ы е пробирки 
на 10 мл, стеклянные палочки, б е з з о л ь н ы е ф и л ь т р ы , бумажные 
рН-индикаторы, электроплитка , т е р м о с т а т на 50 — 60^С. 
2 0 % - и 2%-ная Т Х У , 30%-ная Н2О2, 50%-ная сегнетовая соль, 
Реактив Н е с с л е р а : р а с т в о р х л о р н о й р т у т и (17 г в 300 мл) 
вливают в р а с т в о р й о д и с т о г о калия (35 г в 100 мл) до появле­
ния неисчезаюшего о садка . О б ъ е м р а с т в о р а д о в о д я т до 1 л 
20%-ной К О Н , опять п р и б а в л я ю т р а с т в о р х л о р н о й ртути , пока 
не появится н е и с ч е з а ю щ и й осадок . Ж и д к о с т и над о садком дают 
о т с т о я т ь с я , прозрачный с в е т л о - ж е л т ы й р а с т в о р с л и в а ю т и хра­
нят в темной склянке в т е м н о т е . Реактив Н е с с л е р а выпускается 
объединением Реахим. 
Х о д работы. Навеску х о р о ш о и з м е л ь ч е н н о г о растительно­
го материала , с о д е р ж а щ е г о 1 - 3 мг б е л к о в о г о а з о т а ( 5 0 - 1 0 0 мг 
семян и сухих листьев , 0 , 5 - 3 г с о л о м ы , с в е ж и х листьев , корне­
плодов , клубней) , переносят в стакан на 25 мл и заливают 5 мл 
теплой воды. Н а г р е в а ю т 30 мин на в о д я н о й бане при 40 - 60*^С. 
Затем д о б а в л я ю т 5 мл 20%-ной Т Х У для о с а ж д е н и я белков. Че­
рез 30 мин с у с п е н з и ю с л и в а ю т на в о р о н к у с беззольным филь­
т р о м , п р о м ы в а ю т о с а д о к на воронке 2 - 3 раза по 5 мл 2%-ной 
Т Х У . О с а д о к белка на фильтре п о д с у ш и в а ю т в т е р м о с т а т е при 
5 0 - 60^С 1 - 2 ч. 
Завернутый в фильтр о с а д о к в н о с я т в к о л б у Кьельдаля на 
50 мл и з а л и в а ю т 3 - 5 мл концентрированной H2SO4 (плотность 
1,84). Д о б а в л я ю т несколько капель э т а н о л а для предотвраще­
ния вспенивания жидкости и 0,5 мл 30%-ной Н2О2 в качестве 
катализатора окисления. К о л б у , у к р е п л е н н у ю в металлической 
сетке , н а г р е в а ю т на электроплитке д о 120 - 150^С. К о гда вспе­
нивание жидкости и б у р н о е выделение б е л ы х п а р о в сернистого 
газа уменьшится , нагрев у в е л и ч и в а ю т д о 250 - ЗОО^С. После то­
го как темнокоричневый р а с т в о р о б е с ц в е т и т с я ( ч е р е з несколько 
ч а с о в ) , нагревание п р о д о л ж а ю т еще 1 0 - 1 5 мин. Р а с т в о р охла­
ж д а ю т , переносят в м е р н у ю колбу на 50 мл, в к о т о р у ю налито 
30-40 мл воды, и д о в о д я т е г о о б ъ е м в о д о й д о метки. 
Для определения а з о т а 1 мл п р о б ы п е р е н о с я т в к а л и б р о в а н ­
ные на 10 мл п р о б и р к и , р а з б а в л я ю т в 6 - 8 раз в о д о й , н е й т р а л и ­
зуют с п о м о щ ь ю п р и б л и з и т е л ь н о 1 мл 10%-ной К О Н или N a O H 
(проконтролировать р Н - и н д и к а т о р о м ) , п р и л и в а ю т 0,4 мл 5 0 % -
ного тартрата К ~ N a ( с е г н е т о в о й с о л и ) , з а т е м п о с л е п е р е м е ш и ­
вания д о б а в л я ю т 0,4 мл р е а к т и в а Н е с с л е р а и д о в о д я т в о д о й д о 
метки. При п р о в е д е н и и реакции с л е д у е т и з б е г а т ь я р к о г о с в е ­
та. Через 15 мин р а с т в о р к о л о р и м е т р и р у ю т при 4 1 0 - 4 2 0 н.м 
на с п е к т р о ф о т о м е т р е или с синим фильтро.м на ф о т о э л е к т р о -
колориметре ( Ф Э К ) . С о д е р ж а н и е а з о т а р а с с ч и т ы в а ю т по ка­
либровочному г р а ф и к у , п о с т р о е н н о м у с п о м о щ ь ю о б р а з ц о в о г о 
раствора N H 4 C I или ( N H 4 ) 2 S 0 4 д л я и н т е р в а л а 2 - 5 0 мкг а з о т а в 
10 мл реакционной с р е д ы . 
Растворы для к о л о р и м е т р и ч е с к и х определений л у ч ш е р а з б а ­
влять не в о д о й , а с л а б о щ е л о ч н ы м р а с т в о р о м с о д ы в д и с т и л л и ­
рованной в о д е , п р о к и п я ч е н н ы м в течение 1 0 - 2 0 мин д л я у д а л е ­
ния следов аммиака , к о т о р ы е м о г у т б ы т ь в д и с т и л л и р о в а н н о й 
воде. 
Если а н а л и з и р у ю т п р о б ы , с о д е р ж а щ и е меньше 1 м г азота , то 
сжигание м о ж н о п р о в е с т и в 1 - 2 мл с е р н о й к и с л о т ы в т е р м о ­
стойких п р о б и р к а х в ы с о т о й 1 5 - 2 0 с м , к о т о р ы е п о г р у ж а ю т на 
7 -10 см в ячейки м е т а л л и ч е с к о г о н а г р е в а т е л ь н о г о б л о к а или в 
песчаную б а н ю . 
При анализе м а т е р и а л а , с о д е р ж а щ е г о 2 0 - 5 0 м г азота , белко ­
вый осадок з а л и в а ю т 1 0 - 2 0 мл H2SO4 в к о л б а х К ь е л ь д а л я на 
100-250 мл. 
Если с ж и г а ю т б е л к о в ы й р а с т в о р , то п о с л е д о б а в л е н и я кон­
центрированной с е р н о й к и с л о т ы из р а с т в о р а кипячением при 
невысокой т е м п е р а т у р е в ы п а р и в а ю т в о д у , а затем в н о с я т ката­
лизатор и п р о в о д я т м и н е р а л и з а ц и ю , как описано выше. 
4 . 1 . 2 . 3 . Б И У Р Е Т О В Ы Й И М И К Р О Б И У Р Е Т О В Ы Й М Е Т О Д Ы 
Эти м е т о д ы б а з и р у ю т с я на с в о й с т в е поглощения с в е т а ком­
плексом белка и м е д и в с и л ь н о щ е л о ч н о м р а с т в о р е с у л ь ф а т а 
меди. Один а т о м м е д и к о о р д и н и р у е т с я ч е т ы р ь м я пептидны-
группами, ч т о с о п р о в о ж д а е т с я потерей п р о т о н а каж­
дым а т о м о м азота . Название реакции п р о и с х о д и т о т б и у р е -
та N H 2 - C O - N H - C O - N H 2 , к о т о р ы й интенсивно о к р а ш и в а е т с я ще­
лочной м е д ь ю . Т а к как реакция о п р е д е л я е т с я в з а и м о д е й с т в и е м 
реагента с пептидными группами , то ее в ы з ы в а ю т в с е пепти-
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ды и она мало зависит о т их с о с т а в а . О д н а к о если белок бо­
гат пролином и оксипролином , к о т о р ы е в полипептиде не име­
ю т имидного в о д о р о д а и не к о м п л е к с и р у ю т медь , то окраши­
вание с л а б о е . В реакционной с р е д е не д о л ж н о б ы т ь аммиака 
и солей аммония, о б р а з у ю щ и х с м е д ь ю окрашенный комплекс. 
С р е д а может с о д е р ж а т ь д е т е р г е н т ы ( 0 , 5 % ) , N a C l ( 1 М ) , ацета­
ты (50 м М ) , фосфаты (10 м М ) , х л о р н у ю к и с л о т у (0 ,5 М ) , этанол 
( 1 0 % ) , мочевину ( 1 М ) . С в о б о д н ы е а м и н о к и с л о т ы , нуклеотиды, 
нуклеиновые кислоты, с а х а р а в физиологических концентраци­
ях не м е ш а ю т о п р е д е л е н и ю . 
С у щ е с т в у е т несколько модификаций э т о г о м е т о д а , имеющих 
различную ч у в с т в и т е л ь н о с т ь . М ы приводим стандартный би-
уретовый метод , который основан на измерении поглощения 
красно -фиолетового п р о д у к т а б и у р е т о в о й реакции при 540 нм, 
и микрометод , в несколько раз б о л е е ч у в с т в и т е л ь н ы й , но и бо­
лее трудоемкий, с о с т о я щ и й в измерении поглощения комплекса 
медь — белок в у л ь т р а ф и о л е т о в о й о б л а с т и с п е к т р а при 310 нм. 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . С п е к т р о ф о т о м е т р . 
Р а с т в о р А : 1,5 г с у л ь ф а т а меди ( C u S 0 4 • 5И2О) и 6,0 г тар­
трата калия и натрия ( K N a C 4 H / } 0 6 - 2Н2О) р а с т в о р я ю т в 500 мл 
воды, д о б а в л я ю т 300 мл 10%-ной N a O H и д о в о д я т о б ъ е м раство ­
ра водой до 1 л. Х р а н я т в п л а с т и к о в о м с о с у д е при комнатной 
т е м п е р а т у р е в течение нескольких месяцев . 
Р а с т в о р В: 0,21%-ный C U S O 4 • 5Н2О в 30%-ной N a O H (щелочь 
д о б а в л я ю т к водному р а с т в о р у м е д н о г о к у п о р о с а , иначе выпа­
дает о с а д о к С и { 0 Н ) 2 ) . Х р а н я т в п л а с т и к о в о м с о с у д е при ком­
натной т е м п е р а т у р е в течение нескольких месяцев . 
30%-ный р а с т в о р N a O H . 
Х о д р а б о т ы . К 0,5 мл б е л к о в о г о р а с т в о р а ( 0 , 4 - 8 м г / м л ) до ­
б а в л я ю т 2,5 мл р а с т в о р а Л. Ч е р е з 2 0 - 3 0 мин и з м е р я ю т по­
глощение при 540 нм против к о н т р о л ь н о й п р о б ы . О к р а с к а ста­
бильна в течение нескольких ч а с о в . П о л ь з у ю т с я калибровоч ­
ной кривой, построенной по б е л к у - с т а н д а р т у . 
В микроварианте к 2 мл б е л к о в о г о р а с т в о р а ( 0 , 0 3 - 0 , 6 м г / м л ) 
приливают 1 мл р а с т в о р а Б. Ч е р е з 5 мин и з м е р я ю т погло­
щение при 310 нм против к о н т р о л ь н о й п р о б ы ( D A ) - К 2 мл 
белкового р а с т в о р а п р и л и в а ю т 1 мл 30%-ной щелочи и из.ме-
ряют поглощение при 310 нм против 20%.-ной щелочи (/>Б) 
{ D A - D b ) - величина, х а р а к т е р и з у ю щ а я к о л и ч е с т в о белка, ко­
т о р о е о п р е д е л я ю т гю калибровочной кривой, построе? !ной длн 
белка-стандарта. Оптическая п л о т н о с т ь с табильна 2,5 ч. 
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4 . 1 . 2 . 4 . О П Р Е Л В Л Б Н И Е К О Л И Ч Е С Т В А Б Е Л К А 
С Р Е А К Т И В О М Ф О Л И Н А ( М Е Т О Л Л О У Р И ) 
Это самый р а с п р о с т р а н е н н ы й м е т о д к о л и ч е с т в е н н о г о о п р е д е ­
ления белков . Он о с н о в а н на в з а и м о д е й с т в и и ф е н о л ь н о г о реак­
тива Фолина с б е л к о м , п р е д в а р и т е л ь н о о б р а б о т а н н ы м щ е л о ч ­
ным р а с т в о р о м м е д и . А к т и в н ы м компонентом реактива Фоли­
на служит с м е с ь ф о с ф о р н о м о л и б д е н о в о в о л ь ф р а м о в ы х к и с л о т : 
2Н2О • Р2О5 • 1 3 W 0 3 • б М о О з • I O H 2 O и ЗН2О • Р2О5 • 1 4 W 0 3 • 4 М о О з • 
•10Н2О. 
В белковом р а с т в о р е э т и к и с л о т ы в о с с т а н а в л и в а ю т с я , теряя 
один, два или т р и а т о м а к и с л о р о д а из в о л ь ф р а м а т а и (или) м о -
либдата, и о к р а ш и в а ю т с я в синий цвет с м а к с и м у м о м п о г л о ­
щения при 750 нм. М е д ь х е л а т и р у е т с я белками и, о ч е в и д н о , 
способствует в о с с т а н о в л е н и ю кислот . В э т о м м е т о д е х р о м о г е н -
ными я в л я ю т с я п р е ж д е в с е г о о с т а т к и тирозина и т р и п т о ф а н а 
белков, в меньшей степени — о с т а т к и цистина, цистеина, г и с т и -
дина, определенный вклад в развитие окраски в н о с и т пептидная 
связь. 
Метод не применим к тканевым э к с т р а к т а м , так как многие 
соединения н е б е л к о в о й п р и р о д ы д а ю т синее окрашивание с ре­
активом Фолина, п р е ж д е в с е г о фенольные вещества . К р о м е т о ­
го, реакции м е ш а е т с о д е р ж а н и е в реакционной с р е д е с л е д у ю ­
щих веществ : с а х а р о з ы ( б о л е е 10 м М ) , т р и с а ( б о л е е 0,1 м М ) , 
глицерина ( б о л е е 1 м М ) , с т р е п т о м и ц и н а и пенициллина ( б о л е е 
0,3 м к г / м л ) , м н о г и х с о л е й . С о л и калия ( б о л е е 12 м М ) вызыва­
ют выпадение о с а д к а . П р е д л о ж е н ы модификации м е т о д а , позво ­
ляющие н е й т р а л и з о в а т ь д е й с т в и е м е ш а ю щ и х в е щ е с т в . Напри­
мер, д о б а в л е н и е в реакционную с м е с ь д о д е ц и л с у л ь ф а т а натрия 
( Л Л С ) снижает влияние на реакцию т р и т о н а Х-100 и дезокси-
холата. Если п р и м е с ь д е й с т в у е т т о л ь к о на фон, то такое влия­
ние можно у ч е с т ь , включив э т о в е щ е с т в о в к о н т р о л ь н у ю п р о б у . 
Если в е щ е с т в о влияет на развитие окраски с белком, то с л е д у е т 
включить его и в р а с т в о р ы б е л к а - с т а н д а р т а , и с п о л ь з у е м ы е для 
калибровки. Р е а к ц и ю м о ж н о п р о в о д и т ь в п р и с у т с т в и и глицери­
на (до 1 0 % ) , э т а н о л а ( 5 % ) , Т Х У или хлорной к и с л о т ы (5 м г / м л ) . 
Обычно п е р е д тем , как о п р е д е л и т ь белок , его о с а ж д а ю т из тка­
невого э к с т р а к т а , о с а д о к п р о м ы в а ю т и р а с т в о р я ю т в щелочи. 
Это п о з в о л я е т о с в о б о д и т ь с я от фенолов , липидов, компонентов 
буфера, м е ш а ю щ и х о п р е д е л е н и ю . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . С п е к т р о ф о т о м е т р , центрифуга. 
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Реактив Фолина: 100 г в о л ь ф р а м а т а н а т р и я (Na2 W O 4 • 2Н2О), 
25 г м о л и б д а т а натрия ( N a 2 M o 0 4 - 2 1 1 2 0 ) р а с т в о р я ю т в 700 мл ди­
стиллированной воды, д о б а в л я ю т 50 мл 85%-ной фосфорной ки­
слоты и 100 мл концентрированной с о л я н о й к и с л о т ы (плотность 
1,19). С м е с ь кипятят в течение 10 ч в к р у г л о д о н н о й колбе на 2 л 
с обратным холодильником. П о с л е э т о г о д о б а в л я ю т 150 г сер­
нокислого лития L i 2 S 0 4 , 50 мл в о д ы и несколько капель брома 
(Вг2). Кипятят с м е с ь еще 15 мин б е з х о л о д и л ь н и к а для удале­
ния избытка б р о м а . П о с л е охлаждения о б ъ е м р а с т в о р а доводят 
водой до 1 л и ф и л ь т р у ю т его . Реактив Фолина ярко-желтого 
цвета хранят в п о с у д е из т е м н о г о с т е к л а и п е р е д употреблением 
р а з б а в л я ю т в 2 раза ( д о о д н о н о р м а л ь н о й концентрации кисло­
ты, что можно п р о в е р и т ь т и т р о в а н и е м щ е л о ч ь ю с добавлением 
фенолфталеина) . 
Реактив А : 2%-ный р а с т в о р N a 2 C 0 3 в ОД н. N a O H . 
Реактив В: 0 ,5%-ный р а с т в о р м е д н о г о к у п о р о с а (СиЗОц • 
5Н2О) в 1%-ном р а с т в о р е цитрата н а т р и я или калий-натрия 
K N a C 4 H 4 0 6 - 4 H 2 0 . 
Реактив С : к 50 мл реактива А п р и л и в а ю т 1 мл реактива В. 
С м е с ь г о т о в я т перед анализом. 
2 0 % - и 2%-ная Т Х У , 96%-ный э т а н о л , э т а н о л / д и э т и л о в ы й 
эфир ( 1 / 1 ) , д и э т и л о в ы й эфир , 1 н. N a O H . 
Х о д р а б о т ы . Б е л о к из тканевого э к с т р а к т а или мембран­
ного препарата о с а ж д а ю т равным о б ъ е м о м 20%-ной Т Х У , про­
м ы в а ю т о с а д о к 2%-ной Т Х У , затем э т а н о л о м , э т а н о л / э ф и р о м , 
эфиром. О с а д о к каждый раз о т д е л я ю т центрифугированием. 
Подсушенный на в о з д у х е о с а д о к р а с т в о р я ю т в течение 1 - 2 ч в 
1 н. N a O H и затем р а з б а в л я ю т в 10 и б о л е е раз в о д о й . 
К 1 мл б е л к о в о г о р а с т в о р а ( 1 0 - 1 0 0 м к г / м л ) п р и л и в а ю т 2 мл 
реактива С. Ч е р е з 10 мин п р и л и в а ю т 0,2 мл 1 н. реактива Фо­
лина. Ч е р е з 3 0 - 4 0 мин ф о т о м е т р и р у ю т р а с т в о р при 750 нм 
на с п е к т р о ф о т о м е т р е или с красным с в е т о ф и л ь т р о м на Ф Э К е 
против контрольной п р о б ы , не с о д е р ж а щ е й белка. Поскольку 
зависимость интенсивности окраски о т к о л и ч е с т в а белка нели­
нейна, следует п о л ь з о в а т ь с я к а л и б р о в о ч н о й кривой , построен­
ной по белку-стандарту, например, по б ы ч ь е м у с ы в о р о т о ч н о м у 
альбумину. 
Отношение о б ъ е м о в реактива С и реактива Фолина всегда 
должно быть 10 :1 , а о б ъ е м белковой п р о б ы м о ж н о уменьшать . 
Например, к 0,5 мл п р о б ы прилить 2,5 мл реактива С и 0,25 мл 
реактива Фолина. Белковая п р о б а д о л ж н а б ы т ь с л а б о щ е л о ч -
1 0 8 
ной так как о п т и м а л ь н а я о к р а с к а р а з в и в а е т с я в р е а к ц и о н н о й 
смеси при рН 1 0 - 1 0 , 5 ( с р е д а з а б у ф е р е н а 2%-ным N a 2 C 0 3 реак­
тива С) . 
4 . 1 . 2 . 5 . О П Р Е Л Е Л Е Н И Б К О Л И Ч Е С Т В А Б Е Л К А 
П О С О Р Б Ц И И К Р А С И Т Е Л Я 
( М Е Т О Л В Р Е Д Ф О Р Л ) 
Метод основан на с п е ц и ф и ч е с к о й с о р б ц и и белками в к и с л о й 
среде красителя к у м а с с и б р и л л и а н т я р к о - с и н е г о G - 2 5 0 . С о р б ­
ция происходит в р е з у л ь т а т е г и д р о ф о б н ы х в з а и м о д е й с т в и й , а 
также связывания к р а с и т е л я с с у л ь ф г и д р и л ь н ы м и и а м и н о г р у п ­
пами белков. М е т о д о б л а д а е т в ы с о к о й с п е ц и ф и ч н о с т ь ю . Р е ­
акцию д а ю т т о л ь к о п о л и п е п т и д ы с м о л е к у л я р н о й м а с с о й в ы ш е 
3000. Определению не м е ш а е т с о д е р ж а н и е в реакционной с м е ­
си сахарозы ( д о 10 м М ) , э т а н о л а ( 2 % ) , ацетона (до 0 , 5 % ) , фе­
нола (до 0 ,01%) , т р и с а ( д о 10 м М ) , х л о р и д о в (100 м М ) , Э Л Т А 
(до 2 м М ) , э т и л е н г л и к о л ь - б и с ( / ? - а м и н о э т и л о в ы й эфирУМ.М'-
тетраацетата ( Э Г Т А , д о 2 м М ) , ц и т р а т а N a ( д о 5 м М ) , п и р о ф о с -
фата Na (до 5 м М ) , а ц е т а т а N a ( д о 5 м М ) , с т р е п т о м и ц и н с у л ь ф а т а 
(до 1%), д и т и о т р е и т о л а ( д о 50 м М ) , глицерина ( д о 1%), с у л ь ф а т а 
аммония (20 м М ) . Б е л о к м о ж н о о п р е д е л и т ь в п р и с у т с т в и и с в о ­
бодных а м и н о к и с л о т ( д о 50 м к М ) , а также н у к л е о т и д о в , Р Н К , 
ЛНК, если их с о д е р ж а н и е в п р е п а р а т е не п р е в ы ш а е т б о л е е чем 
в 1 0 - 2 0 раз к о л и ч е с т в о белка . М е т о д не м о ж е т б ы т ь и с п о л ь з о ­
ван для белковых п р о б , с о д е р ж а щ и х с в ы ш е 0 , 0 1 % д е т е р г е н т о в 
тритона Х-100 и Л Л С . Б е л о к нельзя о п р е д е л я т ь э т и м м е т о д о м 
в побуревших э к с т р а к т а х тканей, где м н о г о фенолов и фенолаз , 
поскольку с о р б ц и я п о л и ф е н о л о в на белках п р е п я т с т в у ю т связы­
ванию к у м а с с и с б е л к о м . Н е д о с т а т к о м м е т о д а я в л я е т с я а д с о р б ­
ция красителя на стенках стеклянной и кварцевой к ю в е т , но в 
одной серии измерений э т о с о с т а в л я е т о ш и б к у не б о л е е 1 % , П о ­
сле опыта к ю в е т ы о т м ы в а ю т о т к р а с и т е л я в течение нескольких 
минут в 0 , 1 - 0 , 5 % - н о м р а с т в о р е Л Л С или в течение нескольких 
часов в 0,1 М H C i . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . С п е к т р о ф о т о м е т р . 
Белковый реагент : 100 м г к у м а с с и б р и л л и а н т я р к о - с и н е г о G -
250 р а с т в о р я ю т в 50 мл 96%-ного э т а н о л а . К э т о м у р а с т в о р у 
добавляют 100 мл 85%)-ной ф о с ф о р н о й к и с л о т ы и д о в о д я т его 
объем водой до 1 л. Р а с т в о р ф и л ь т р у ю т и хранят не менее 
двух недель при комнатной т е м п е р а т у р е . 
Х о д р а б о т ы . К 1 мл р а с т в о р а , с о д е р ж а щ е г о 3 - 3 0 мкг белка, 
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рН 3 - 1 0 , прилить 2 мл б е л к о в о г о реагента . В результате сорб­
ции красителя на белке исходная коричневая о к р а с к а кумасси в 
кислоте (максимум поглощения 465 нм) п е р е х о д и т в с и н ю ю (мак­
симум поглощения 595 нм) . Реакция з а в е р ш а е т с я через 2 - 3 мин 
при 20 - 30**С. О к р а с к а с т а б и л ь н а в течение 1 ч. Отношение 
проба :реагент можно в а р ь и р о в а т ь от 0,02 д о 0,5 без существен­
ного изменения р е з у л ь т а т о в , например , м о ж н о к 3 мл реагента 
прилить 0,1 мл белковой п р о б ы . Измерения п р о в о д я т против 
с о о т в е т с т в у ю щ е г о контроля в к ю в е т е т о л щ и н о й 1 см . Если зна­
чения коэффициентов экстинкций реакционной с м е с и лежат в 
пределах 0 , 0 5 0 - 0 , 6 0 0 , то концентрацию белка ( м к г / м л ) в пробе 
можно определить по ф о р м у л е : 
Q -^595 • ^реакционной ср^ды 
О, 060 • ^ белковой пробы 
При значениях коэффициентов экстинкций за пределами ука­
занного диапазона нет прямой п р о п о р ц и о н а л ь н о с т и между со-
держание.м белка и и н т е н с и в н о с т ь ю синей окраски . В э том слу­
чае и с п о л ь з у ю т к а л и б р о в о ч н у ю к р и в у ю , п о с т р о е н н у ю гю бы­
чьему с ы в о р о т о ч н о м у альбумину [E^^li^^ ~ 0 , 6 6 0 ) . 
4 , 1 . 3 . Э л е к т р о ф о р е з б е л к о в 
Зональный э л е к т р о ф о р е з белков в полиакриламидном геле 
( П А А Г ) является очень эффективным .методом фракциониро­
вания белков . Он позволяет оценить с о с т а в белковых смесей, 
выявить множественные молекулярные ф о р м ы ферментов . Раз­
работаны сотни методик определения ферментативных актив­
ностей белков в П А А Г . Для разделения белков г р у б о г о экс­
тракта из растительной ткани чаще в с е г о и с п о л ь з у ю т диск-
э л е к т р о ф о р е з в щелочной буферной с и с т е м е в нативных усло­
виях, по Д э в и с у , и в д е н а т у р и р у ю щ и х у с л о в и я х в присутствии 
Д Д С , по Лэ.ммли. 
4 . 1 . 3 . 1 . Н Л Т И В Н Ы Й Щ Е Л О Ч Н О Й Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З 
Растительные белки в основно.м кислые, п о э т о м у в слабо -
щелочно.м буфере они и м е ю т отрицательный з а р я д (диссоции­
рованы кислотные группы) и д в и ж у т с я по направлению к ано­
ду. С к о р о с т ь движения в электрическом иоле сквозь сетку геля 
опред^^ляется п л о т н о с т ь ю заряда на молекуле белка и ее разме-
1Ш 
рами. В э том п р о ц е с с е м н о г и е белки с о х р а н я ю т ф е р м е н т а т и в ­
ные активности. 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . П р и б о р для э л е к т р о ф о р е з а в 
трубках или на пластинках , ц е н т р и ф у г а . 
Растворы для гелей : 1) 1 н. НС1 — 48,0 мл, т р и с — 36,6 г, 
тетраметилэтилендиамин ( Т Е М Е Л ) — 0,23 .мл в 100 мл в о д н о ­
го раствора, рН 8,9; 2 ) 30 г а к р и л а м и д а , 0,8 г Л ,^ УУ'-метилен-
бисакриламида в 100 мл в о д н о г о р а с т в о р а , п р о ф и л ь т р о в а т ь ; 
3) 1,4 м г / м л п е р с у л ь ф а т а а м м о н и я ; 4 ) 6,4 мл 1 М Н 3 Р О 4 , 1,43 г 
трис, 0,02 мл Т Е М Е Л в 25 мл р а с т в о р а , рН 6,9; 5) 2,5 г акрила­
мида, 0,63 г N, А^ ' -метиленбисакриламида в 25 мл в о д н о г о р а с ­
твора; б) 40 .мг/л р и б о ф л а в и н а . В с е р а с т в о р ы , к р о м е ( 3 ) , м о ж н о 
хранить в холодильнике н е с к о л ь к о месяцев , р а с т в о р (3 ) — не б о ­
лее недели. Л л я п р и г о т о в л е н и я гелей и с п о л ь з у ю т н а г р е т ы е д о 
комнатной т е м п е р а т у р ы р а с т в о р ы . 
Разделяющий гель ( 7 , 5 % ) : с л и в а ю т в м е с т е 1 ч а с т ь р а с т в о ­
ра (1) , 2 части р а с т в о р а ( 2 ) , 1 ч а с т ь Н2О, 4 ч а с т и р а с т в о ­
ра (3). Гель о б р а з у е т с я в т е ч е н и е п о л у ч а с а . К о н ц е н т р и р у ю щ и й 
гель: с л и в а ю т в м е с т е 1 ч а с т ь р а с т в о р а ( 4 ) , 2 ч а с т и р а с т в о р а ( 5 ) , 
1 часть р а с т в о р а ( 6 ) , 4 ч а с т и Н2О. Гель ( 2 , 5 % ) ф о р м и р у е т с я за 
15-30 мин в з а в и с и м о с т и о т и н т е н с и в н о с т и синих лучей солнца, 
или люминесцентной лампы. 
Электродный б у ф е р : б г т р и с , 28,8 г глицина в 1 л в о д н о г о 
раствора (рН 8 ,3) , п е р е д у п о т р е б л е н и е м р а з б а в л я ю т в 10 раз, 
используют о д н о к р а т н о . 
0,001%-ный р а с т в о р б р о м ф е н о л о в о г о синего , 40%-ная с а х а р о ­
за, 1%-ный р а с т в о р к у м а с с и R - 2 5 0 в э т а н о л е ( п е р е д у п о т р е б л е ­
нием р а з б а в л я ю т в 20 раз 12%-ной Т Х У ) . 
Х о д р а б о т ы . Белки из р а с т и т е л ь н о й ткани э к с т р а г и р у ю т 
подходящим б у ф е р о м . Его с о с т а в м а л о влияет на р е з у л ь т а т ы 
разделения белков , о п р е д е л я е м ы е составо.м б у ф е р о в в П А А Г 
и электродных с о с у д а х . Л л я б о л е е ч е т к о г о разделения белков 
экстракт о ч и щ а ю т о т низкомолекулярных примесей п р о п у с к а ­
нием через колонку с с е ф а д е к с о м Г-25 (для 1 - 1 , 5 мл э к с т р а к т а 
можно и с п о л ь з о в а т ь шприц о б ъ е м о м 5 м л ) . Э л ю и р у ю т б е л о к с 
колонки э л е к т р о д н ы м б у ф е р о м или тем б у ф е р о м , к о т о р ы й ис ­
пользовался для экстракции . Э т а п р о ц е д у р а н е о б х о д и м а , е с л и 
исходный э к с т р а к т имеет в ы с о к у ю и о н н у ю силу . З а т е м бел­
ковый э к с т р а к т у п л о т н я ю т глицерином или с а х а р о з о й , д о в о д я fJJf концентрацию в р а с т в о р е д о 1 0 - 2 0 % , и д о б а в л я ю т 1 каплю 
растьора б р о м ф е н о л о в о г о синего на 1 - 2 мл э к с т р а к т а . На 1см^ 
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поверхности геля н а н о с я т 0 , 1 - 2 м г б е л к а в р а с т в о р е . Высота 
столбика р а с т в о р а о б ы ч н о с о с т а в л я е т 0 , 1 - 0 , 5 см , в предельном 
случае — д о 2 см . В течение 1 5 - 4 5 мин п р о в о д я т концентри­
рование белков при 1 0 0 - 2 0 0 В, 3 — 6 м А / с м . За э т о вре^мя 
белки п р о х о д я т к о н ц е н т р и р у ю щ и й гель и с о б и р а ю т с я на стар­
те разделяющего геля. Разделение белков в е д у т при 3 0 0 - 4 0 0 В, 
1 0 - 1 5 м А / с м ^ в течение 1 , 5 - 2 ч, пока п о л о с а л и д и р у ю щ е г о кра­
сителя не приблизится к нижней границе геля. Гели выталки­
в а ю т из т р у б о к или о т д е л я ю т о т стеклянных пластинок и по­
г р у ж а ю т в 0,05%-ный р а с т в о р к у м а с с и R -250 в 12%-ной Т Х У на 
ночь. И з б ы т о к к р а с и т е л я у д а л я ю т в течение дня двумя-тремя 
сменами 12%-ной Т Х У . 
4.1.3.2. Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З Б Е Л К О В С Д Л С ПО Л Э М М Л И 
Э т о т м е т о д п о з в о л я е т оценить к о л и ч е с т в о полипептидов в 
белковой с м е с и , им д о с т и г а е т с я очень ч е т к о е разделение бел­
ков. Однако активность ферментов в о с н о в н о м утрачивается , 
так как п р о и с х о д и т д е н а т у р а ц и я б е л к о в . Разделение белков 
идет по их размерам, т .е . по м о л е к у л я р н о й м а с с е , и не зависит 
от заряда белков . Э т о связано с тем, ч т о Л Л С ~ с о р б и р у е т с я на 
белках пропорционально их о б ъ е м у , п л о т н о с т ь з а р я д а у разных 
белков становится одинаковой и разная с к о р о с т ь их движения в 
электрическом поле о п р е д е л я е т с я т о л ь к о различием в трении о 
сетку геля. П о э т о м у данным м е т о д о м м о ж н о о п р е д е л и т ь моле­
кулярную м а с с у белка, и с п о л ь з у я б е л к и - с т а н д а р т ы с известной 
молекулярной м а с с о й . Белки в щ е л о ч н о м р а с т в о р е с Л Л С за­
ряжены отрицательно и д в и ж у т с я к аноду . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . П р и б о р для э л е к т р о ф о р е з а в 
трубках или на пластинках, центрифуга , электроплитка , водя­
ная баня. 
Электродный б у ф е р : 6 г т р и с , 28,8 г глицина, 2 г Л Л С , 1,169 г 
Э Л Т А в 2 л в о д н о г о р а с т в о р а , рН 8,3- Б у ф е р для п р о б ; 0,756 г 
т р и с , 1 г Л Л С , 10 мл глицерина, 5 мл 2 -меркаптоэтанола , 1 мг 
б р о м ф е н о л о в о г о синего , 58 мг Э Л Т А , концентрированная НС1 
д о рН 6,8 в 100 мл р а с т в о р а . 
Р а с т в о р ы для гелей: 1) 30 г акриламида , 0,8 г N, yV'-метилен-
бисакриламида в 100 мл водного р а с т в о р а , 2) 280 мг персуль­
фата аммония в 100 мл водного р а с т в о р а , 3) 18,16 г т р и с , 0,4 г 
Л Л С , 0,234 г Э Л Т А , концентрированная НС1 д о рН 8,8 (при­
мерно 2,7 мл) в 100 мл водного р а с т в о р а , 4) 6,04 г т р и с , 0,4 г 
Л Л С , 0,234 г Э Л Т А , концентрированная НС1 д о рН 6,8 (при-
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мерно 4,6 мл) в 100 мл р а с т в о р а Т Е М Е Л . В с е р а с т в о р ы , к р о м е 
раствора ( 2 ) , м о ж н о х р а н и т ь н е с к о л ь к о м е с я ц е в в х о л о д и л ь н и к е , 
раствор (2 ) — г о т о в и т ь е ж е н е д е л ь н о . 
Разделяющий гель ( 1 5 % а к р и л а м и д а , 0,375 М т р и с - б у ф е р а , 
0,1% Л Л С ) : 2 ч а с т и р а с т в о р а ( 1 ) , 1 ч а с т ь р а с т в о р а ( 2 ) , 1 ч а с т ь 
раствора ( 3 ) , 0,0012 ч а с т и Т Е М Е Л . П о л и м е р и з у е т с я за 3 0 -
40 мин при к о м н а т н о й т е м п е р а т у р е ( с л и в а ю т н а г р е т ы е д о к о м ­
натной т е м п е р а т у р ы р а с т в о р ы ) . К о н ц е н т р и р у ю щ и й гель ( 5 % 
акриламида, 0,125 М т р и с - б у ф е р а , 0 , 1 % Л Л С ) : 2 ч а с т и р а с т в о ­
ра (1) , 3 части р а с т в о р а ( 2 ) , 3 ч а с т и р а с т в о р а ( 4 ) , 4 ч а с т и в о д ы , 
0,0072 части Т Е М Е Л . П о л и м е р и з у е т с я за 3 0 - 4 0 мин при ком­
натной т е м п е р а т у р е . 
50%-ный э т а н о л , 0 ,1%-ный р а с т в о р к у м а с с и R - 2 5 0 в 50%-ном 
этаноле и 7%-ной у к с у с н о й к и с л о т е , 7%-ная у к с у с н а я к и с л о т а в 
25%-ном э т а н о л е . 
Х о д р а б о т ы . Э к с т р а к ц и ю б е л к о в из г о м о г е н а т а ткани м о ж ­
но проводить б у ф е р о м д л я п р о б , затем взвесь ц е н т р и ф у г и р у ю т 
15 мин при 10 т ы с . д, с у п е р н а т а н т 1 - 2 мин кипятят на в о д я ­
ной бане. Если белки э к с т р а г и р о в а н ы иным б у ф е р о м , т о их 
перед нанесением на гель р а з б а в л я ю т в 2 - 3 раза в з а в и с и м о ­
сти от к и с л о т н о с т и и м о л я р н о с т и б у ф е р а б у ф е р о м д л я п р о б и 
кипятят. Если э к с т р а к т я в л я е т с я крепким б у ф е р о м , сильно от ­
личающимся по к и с л о т н о с т и и с о с т а в у о т б у ф е р а для п р о б , или 
содержит м н о г о с о л е й , т о е г о с л е д у е т п р о п у с т и т ь ч е р е з колон­
ку с сефадексом Г-25 , э л ю и р о в а т ь т р и с - б у ф е р о м ( с м . 4.1.З.1.), 
а затем р а з б а в и т ь в д в о е б у ф е р о м для п р о б и прокипятить . На 
1см^ поверхности геля н а н о с я т 0 , 1 - 2 м г белка в р а с т в о р е . В ы ­
сота с толбика р а с т в о р а о б ы ч н о с о с т а в л я е т 0 , 1 - 0 , 5 с м . Л о тех 
пор пока белки не в о й д у т в гель , э л е к т р о ф о р е з в е д у т при 50 В, 
Напряжение 100 В п о д д е р ж и в а ю т , пока белки не д о с т и г н у т раз ­
деляющего геля. Р а з д е л е н и е белков в е д у т при 200 В в течение 
2 ч и заканчивают , к о г д а п о л о с а л и д и р у ю щ е г о к р а с и т е л я при­
близится к концу геля . Г е л и в ы т а л к и в а ю т из т р у б о к или от ­
деляют от стеклянных п л а с т и н о к и п р о м ы в а ю т т р е м я сменами 
50%-ного э т а н о л а в течение 10 мин. З а т е м п о г р у ж а ю т на ночь 
в раствор к у м а с с и . И з б ы т о к к р а с и т е л я у д а л я ю т за 1 - 2 дня не­
сколькими с м е н а м и 7%-ной у к с у с н о й к и с л о т ы в 25%-ном э т а н о -
«^ е. Белки в Л Л С - г е л я х м о ж н о б ы с т р о о к р а с и т ь , е сли п р о м ы т ь 
их несколько м и н у т в о д о й , п о г р у з и т ь на 10 мин в 0,3 М С и С Ь , 
затем снова п р о м ы т ь в о д о й . При э т о м гель с т а н о в и т с я м у т н ы м , 
светло - голубым, а б е л к о в ы е п о л о с ы о с т а ю т с я п р о з р а ч н ы м и . 
ИЗ 
4 . 1 . 3 . 3 . Д В У М Е Р Н Ы Й Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З 
При разделении сложных с м е с е й белков г о м о г е н а т а растений 
белковые п о л о с ы м о г у т п е р е к р ы в а т ь с я на электрофореграммах . 
Например , в п р о р о с т к а х к у к у р у з ы с о д е р ж а т с я сотни разных 
белков, но при разделении нативным э л е к т р о ф о р е з о м они обра­
з у ю т только 21 зону, С п о м о щ ь ю э л е к т р о ф о р е з а с Д Л С выявля­
ю т до 50 белковых п о л о с . У в е л и ч и т ь р а з р е ш а ю щ у ю способ ­
ность м е т о д а можно с п о м о щ ь ю э л е к т р о ф о р е з а во втором , по­
перечном направлении. П е р в о н а ч а л ь н о белки фракционируют 
изоэлектрическим ф о к у с и р о в а н и е м или нативным электрофоре­
зом. Разделение белков во в т о р о м направлении о б ы ч н о прово­
дят по Л э м м л и . 
Оборудование и реактивы. С м . 4 .1 .3 ,1 . и 4.1.3.2. 
Х о д работы. Белки ф р а к ц и о н и р у ю т в пластинках геля тол­
щиной не б о л е е 1 мм ( см . 4 .1 .3 .1) . Гели, не окрашивая , разрезают 
на вертикальные полоски по ширине карманов концентрирую­
щего геля и переносят в 50%-ный э т а н о л . В э т а н о л е гели можно 
хранить. За 1 ч д о постановки э л е к т р о ф о р е з а во втором на­
правлении полоски геля п о м е щ а ю т в б у ф е р концентрирующего 
геля для Л Л С - э л е к т р о ф о р е з а ( см . 4.1.3.2, р а с т в о р 4 для гелей). 
Затем полоски у к л а д ы в а ю т по длине на пластину концентри­
р у ю щ е г о геля ( см . 4 .1 .3 .2) , п р о в о д я т э л е к т р о ф о р е з белков, по 
Л э м м л и , и о к р а ш и в а ю т белки ( см . 4.1.3.2) . Т о л щ и н а пласти­
ны геля для фракционирования во в т о р о м направлении должна 
быть несколько б о л ь ш е , чем для фракционирования в первом. 
4.1.4. Ионообменная хроматография белков 
Лля разделения белков ч а с т о и с п о л ь з у ю т целлюлозоиони-
ты: слабый катионит к а р б о к с и м е т и л ц е л л ю л о з у ( K M U ) и сла­
бый аиионит д и э т и л а м и н о э т и л ц е л л ю л о з у ( Л Э А Э П ) . Задержа­
ние белков на катионите п р о и с х о д и т в с л а б о к и с л о м буфере , на 
анионите — в с л а б о щ е л о ч н о м . Э л ю ц и я белков с ионитов обыч­
но д о с т и г а е т с я промыванием ионообменной колонки буфером 
со ступенчатым или непрерывным в о з р а с т а н и е м концентрации 
нейтральных солей (КС1, N a C l ) , иногда и з м е н я ю т и рН элюата . 
Приведем пример х р о м а т о г р а ф и ч е с к о г о разделения белков на 
Л Э А Э П . 
Оборудование и реактивы. Л е е х р о м а т о г р а ф и ч е с к и е ко­
лонки с рабочим о б ъ е м о м 1 2 - 1 3 мл, причем с о о т н о ш е н и е дли­
мы и диаметра колонки м о ж е т в а р ь и р о в а т ь от 20 д о 4 (можно 
и г п о л ь з о в а т ь ишриц объемо.м 10 мл ) , магнитная мепга.лка, пери-
1 14 
стальтический н а с о с ( м о ж н о о б о й т и с ь без н а с о с а , е с л и с о с у д ы 
с элюатом укрепить над к о л о н к о й ) , к о л л е к т о р фракций, центри­
фуга, химическая п о с у д а . 
ДЭАЭ11 е м к о с т ь ю 0 , 6 - 0 , 8 м э к в / г ( Р е а н а л ) , тонкий с е ф а д е к с 
Г-25 (Реанал) ; 1 л 10 м М трис-НС1 б у ф е р а , рН 8 , 1 , из них 
200 мл — для п р и г о т о в л е н и я 0,8 М р а с т в о р а N a C I . 
Приготовление о б е с с о л и в а ю щ е й колонки: о к о л о 2 г с ефадек -
са с у с п е н д и р у ю т в в о д е , кипятят 5 - 1 0 мин, з а п о л н я ю т с у с п е н ­
зией колонку ( с м . 2 .3 ) . К о л о н к у п р о м ы в а ю т трис-НС1 б у ф е р о м 
до тех пор , пока к и с л о т н о с т ь в ы т е к а ю щ е й из колонки ж и д к о с т и 
не станет п о с т о я н н о й (рН 8,1) . 
Приготовление и о н о о б м е н н о й колонки: около 2 г Д Э Л Э П 
суспендируют в 50 мл 1%-ной N a O H и м н о г о к р а т н о п р о м ы в а ­
ют декантацией, д о б а в л я я н о в ы е порции щелочи ( в с е г о 2 0 0 -
300 .мл), затем колонку м н о г о к р а т н о п р о м ы в а ю т в о д о й и запол­
няют суспензией ( см . 2 .3) . К о л о н к у п р о д о л ж а ю т п р о м ы в а т ь во ­
дой до нейтральной реакции э л ю а т а , затем п р о м ы в а ю т б у ф е р о м 
(250 -300 мл) , пока значение рН в ы т е к а ю щ е й из колонки ж и д к о ­
сти не у с т а н о в и т с я на у р о в н е 8 , 1 . 
Х о д р а б о т ы . Р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л на х о л о д у э к с т р а г и р у ­
ют 10 мМ трис-НС1 или б у ф е р о м ( 2 - 5 мл б у ф е р а / г р а с т и т е л ь ­
ной ткани), с р а з у ц е н т р и ф у г и р у ю т 1 5 - 2 0 мин при 1 0 - 2 0 тыс.^. 
Ло 4 мл центрифугата н а н о с я т на колонку с с ефадексом и э л ю -
ируют белок с колонки т р и с - б у ф е р о м . При э т о м белковый рас ­
твор о с в о б о ж д а е т с я от низкомолекулярных примесей , пигмен­
тов и п р о и с х о д и т с м е н а буфера , если для экстракции белков 
из тканей и с п о л ь з о в а л с я иной буфер . Затем белковый рас ­
твор п р о п у с к а ю т ч е р е з ионооб .менную колонку ( к о л и ч е с т в о бел ­
ка для колонки о б ъ е м о м 1 2 - 13 мл с о с т а в л я е т 5 - 2 0 мг , причем 
объем р а с т в о р а белка м о ж е т значительно в а р ь и р о в а т ь , но его 
концентрация не д о л ж н а п р е в ы ш а т ь 5 м г / м л ) . Колонку п р о м ы ­
вают б у ф е р о м для удаления не с о р б и р у е м ы х в данных у с л о в и ­
ях белков д о тех п о р , пока в э л ю а т е не о с т а н е т с я белка. За­
тем начинают э л ю ц и ю белка с колонки р а с т в о р о м N a C l с ли­
нейным г р а д и е н т о м концентрации ( 0 - 0 , 8 М ) в 10 м М трис-НС1 
буфера, рН 8 , 1 . В с м е с и т е л ь вносят 150 мл буфера , а в пита­
ющий с о с у д — 1 5 0 мл 0,8 М N a C I в б у ф е р е . С к о р о с т ь элюции 
1 -1 ,5 м л / м и н , время разделения о к о л о 4 ч. Э л ю а т с о б и р а ю т 
фракциями по 3 мл. По окончании фракционирования колонку 
п р о м ы в а ю т 1%-ной N a O H , в о д о й , т р и с - б у ф е р о м до постоянного 
значения рН и вновь и с п о л ь з у ю т для разделения белков . 
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4 .1 .5 . А н а л и з свободных и 
в х о д я щ и х в белки аминокислот . 
Выделение и фракционирование аминокислот 
распределительной хроматографией на бумаге 
В тканях растений н а с ч и т ы в а е т с я д о 150 различных амино-
карбоновых кислот , 22 из них в х о д я т в с о с т а в белков и назы­
в а ю т с я протеиногенными. С о д е р ж а н и е с в о б о д н ы х аминокислот 
зависит о т вида растения, ткани, о р г а н а , у с л о в и й выращива­
ния, с тадии развития. А м и н о к и с л о т ы м о г у т б ы т ь экстрагиро ­
ваны водными р а с т в о р а м и , э т а н о л о м . Л л я очистк и экстракта 
от солей, пигментов , Сахаров, органических к и с л о т и с п о л ь з у ю т 
ионообменники. А м и н о к и с л о т н ы й с о с т а в белков , изолирован­
ных тем или иным с п о с о б о м , о п р е д е л я ю т п о с л е их кислотного 
гидролиза . А м и н о к и с л о т ы ф р а к ц и о н и р у ю т с п о м о щ ь ю ионо­
обменной колоночной х р о м а т о г р а ф и и , к о т о р а я автоматически 
о с у щ е с т в л я е т с я в аминокислотных а н а л и з а т о р а х , или распре­
делительной х р о м а т о г р а ф и и на б у м а г е ( п р и м е р приведен ниже). 
Оборудование и реактивы. К а м е р а для н и с х о д я щ е й распре­
делительной х р о м а т о г р а ф и и на б у м а г е , х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я 
бумага " с р е д н я я " , пробирки на 40 мл с о шлифом и о б р а т н ы м хо­
лодильником, ф а р ф о р о в ы е чашки и с т у п к а , водяная баня, пуль­
веризатор , с п е к т р о ф о т о м е т р или ф о т о э л е к т р о к о л о р и м е т р . 
9 6 % - и 80%-ный этанол ; в к а ч е с т в е р а с т в о р и т е л я смесь н-
бутанол: концентрированная уксусная к и с л о т а : в о д а (4 :1 :5 , ис­
пользуется верхняя фаза) ; 10%-ный и з о п р о п а н о л . 
Приготовление проявителя : 100 мг у к с у с н о к и с л о г о кадмия, 
J О мл воды, 5 мл ледяной у к с у с н о й к и с л о т ы , 100 мл ацетона, 1 г 
перекристаллизованного нингидрина (25 г нингидрина раство ­
ряют в 125 мл г о р я ч е й 2 н. НС1, д о б а в л я ю т 2 - 5 г активиро­
ванного угля, кипятят 10 мин и ф и л ь т р у ю т г о р я ч и м через бу­
мажный фильтр ; при охлаждении р а с т в о р а 4 ч при комнатной 
т е м п е р а т у р е и 16 ч в холодильнике в ы п а д а ю т к р и с т а л л ы нинги­
дрина, их п р о м ы в а ю т на стеклянном фильтре 2 н. х о л о д н о й НС1 
и с у ш а т в эксикаторе над Р2О5). П р и г о т о в л е н и е ионообменной 
колонки: 1,5 г измельченного и п р о с е я н н о г о с к в о з ь д в о й н о е сито 
( см . 2,3) катионита К У - 2 с размером ч а с т и ц 0,2 - 0,5 мм промыва­
ю т на стеклянном фильтре 4 н. НС1 д о вытекания бледно-желтой 
жидкости , многократно п р о м ы в а ю т в о д о й , с у с п е н д и р у ю т в воде 
и вливают в колонку размером О, 5 • 10см, с н о в а п р о м ы в а ю т 4 н. 
ИС1 до обесцвечивания э л ю а т а и в о д о й д о у с т а н о в л е н и я рН 6,0. 
Х о д работы. 5 - 10 г вегетативных о р г а н о в растений залива-
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ют 10 мл г о р я ч е г о 9 6 % - н о г о э т а н о л а и кипятят 2 - 3 м и н на в о ­
дяной бане (из семян з л а к о в , с о д е р ж а щ и х с п и р т о р а с т в о р и м ы е 
белки, а м и н о к и с л о т ы э к с т р а г и р у ю т в о д о й , а белки, о к а з а в ш и е ­
ся в экстракте , о с а ж д а ю т х л о р о ф о р м о м ) . Э к с т р а к т с л и в а ю т в 
фарфоровую чашку , п о г р у ж е н н у ю в в о д я н у ю б а н ю (40 - 50^С) , 
которая у с т а н о в л е н а в в ы т я ж н о м шкафу, и в ы п а р и в а ю т с п и р т 
при 40 - 50^С. М о ж н о и с п о л ь з о в а т ь в а к у у м - и с п а р и т е л ь . Фик­
сированную ткань р а с т и р а ю т в с т у п к е , з а л и в а ю т 20 мл 8 0 % -
ного горячего э т и л о в о г о с п и р т а и э к с т р а г и р у ю т а м и н о к и с л о т ы 
30 мин при 70—80^С на в о д я н о й бане в п р о б и р к а х с о б р а т н ы м х о ­
лодильником. Э к с т р а к т о с т о р о ж н о , с т а р а я с ь не в з м у т и т ь о с а ­
док, с л и в а ю т в ф а р ф о р о в у ю чашку , из к о т о р о й в ы п а р и в а е т с я 
жидкость. Э к с т р а к ц и ю в ы п о л н я ю т еще 3 раза. С г у щ е н н ы й экс ­
тракт р а з б а в л я ю т д о 10 мл г о р я ч е й в о д о й , через 30 мин о с а д о к 
отделяют ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м . С л а б о к и с л ы й или н е й т р а л ь ­
ный экстракт п р о п у с к а ю т ч е р е з колонку К У - 2 , колонку п р о м ы ­
вают 20 - 30 мл в о д ы д л я п о л н о г о удаления органических к и с л о т 
и Сахаров. З а т е м а м и н о к и с л о т ы э л ю и р у ю т с колонки 10 мл 4 н. 
НС1. Р а с т в о р а м и н о к и с л о т у п а р и в а ю т в водяной бане в в ы т я ж ­
ном шкафу д л я у д а л е н и я и з б ы т к а НС1, р а с т в о р я ю т в 2 мл в о д ы 
или в 10%-ном и з о п р о п а н о л е и и с п о л ь з у ю т для х р о м а т о г р а ф и и . 
Лля изучения а м и н о к и с л о т н о г о с о с т а в а белков 5 - 6 м г белка 
гидролизуют с 2 мл б н. НС1 в запаянных ампулах при 100^ С 
в течение 24 ч. Г и д р о л и з а т р а з б а в л я ю т в о д о й и о т ф и л ь т р о в ы ­
вают от н е р а с т в о р и м ы х г у м и н о в , к и с л о т у у д а л я ю т , упаривая 
гидролизат в 4 - 5 раз на в о д я н о й бане. О с т а т о к р а с т в о р я ю т в 
4 мл воды и и с п о л ь з у ю т д л я х р о м а т о г р а ф и и . 
На ленты (12 60см) х р о м а т о г р а ф и ч е с к о й бумаги марки " с р е д ­
няя" наносят по 4 0 - 5 0 мкл о п ы т н о г о р а с т в о р а , р а с т в о р о в инди­
видуальных а м и н о к и с л о т д л я идентификации пятен или стан­
дартного р а с т в о р а , с о д е р ж а щ е г о по 0,001 М каждой аминоки­
слоты, для к о л и ч е с т в е н н о г о определения аминокислот . Разде ­
ление ведут в н и с х о д я щ е й с и с т е м е т р е х к р а т н ы м пропусканием 
растворителя н - б у т а н о л : у к с у с н а я к и с л о т а : в о д а (4 :1 :5 ) . П о с л е 
каждого п р о п у с к а н и я б у м а г у п о д с у ш и в а ю т . 
Х р о м а т о г р а м м ы п о с л е т р е т ь е г о разделения п о д с у ш и в а ю т и 
протягивают ч е р е з п р о я в и т е л ь или о п р ы с к и в а ю т им. З а т е м 
снова п о д с у ш и в а ю т на в о з д у х е и для максимального развития 
окраски на 1 6 - 18 ч п о м е щ а ю т в т е м н у ю камеру над концентри­
рованной с е р н о й к и с л о т о й . Окрашенные пятна н а р е з а ю т , зали­
в а ю т 4 мл э т а н о л а и о с т а в л я ю т в т е м н о т е на 1 ч, периодиче -
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ски помешивая. О п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь э т а н о л ь н о г о экстрак­
та измеряют при 540 нм против э л ю а т а неокрашенного участка 
х р о м а т о г р а м м ы . К о л и ч е с т в о аминокислоты о п р е д е л я ю т по от­
ношению оптических п л о т н о с т е й э к с т р а к т о в пятен данной ами­
нокислоты, полученных разделением и с с л е д у е м о г о раствора и 
стандартного р а с т в о р а аминокислот . Ч е м ближе эти величи­
ны, тем точнее определение . А м и н о к и с л о т ы р а с п о л а г а ю т с я на 
х р о м а т о г р а м м е в с л е д у ю щ е й п о с л е д о в а т е л ь н о с т и ( о т старта) , 
примерно с о о т в е т с т в у ю щ е й порядку в о з р а с т а н и я гидрофобно-
сти: цистеин и цистин, глютамин , лизин, аргинин и гистидин, 
аспарагиновая кислота , глицин и серии, г л ю т а м и н о в а я кисло­
та и оксипролин, треонин, аланин, пролин, тирозин , триптофан, 
метионин, валин, фенилаланин, изолейцин, лейцин. 
4 . 2 . Н У К Л Е И Н О В Ы Е К И С Л О Т Ы 
Нуклеиновые кислоты — высокомолекулярные полинуклеоти-
дь], Нуклеотиды, из к о т о р ы х п о с т р о е н ы Л Н К , с о с т о я т из 2-
д е з о к с и р и б о з ы , фосфата , п у р и н о в о г о или пиримидинового азо­
т и с т о г о основания, Р Н К с о с т о я т из э к в и м о л я р н ы х количеств 
рибозы, фосфата, а з о т и с т ы х оснований. Б о л е е 7 0 % Л Н К клет­
ки находится в ядре в с о с т а в е х р о м а т и н а , п о с т р о е н н о г о на 40% 
из Л Н К и на 6 0 % из белков . К р о м е т о г о , Л Н К с о д е р ж и т с я в 
хлоропластах (до 5 - 6 % всей Л Н К клетки) и в .митохондриях 
(до 2 0 % всей Л Н К клетки) . 8 0 - 9 0 % Р Н К — э т о рибосомаль -
ные Р Н К ( р Р Н К ) . О к о л о 10% Р Н К п р и х о д и т с я на низкомоле­
кулярные р а с т в о р и м ы е т р а н с п о р т н ы е Р Н К ( т Р Н К ) , 3 - 5 % — на 
матричные, или информационные Р Н К ( м Р Н К , или и Р Н К ) . В 
тканях растений с о д е р ж и т с я 0 , 1 - 1 % Л Н К в р а с ч е т е на с у х у ю 
м а с с у . М о л о д ы е , о с о б е н н о м е р и с т е м а т и ч е с к и е , ткани растений 
с о д е р ж а т больше Л Н К , чем с т а р ы е , дифференцированные. Со ­
держание Р Н К в клетках растений в 5 - 10 раз выше, че.м ЛНК, 
и со ставляет 1 - 5 % сухой м а с с ы ткани. В ы с о к и е значения от­
ношения Р Н К / Л Н К с в и д е т е л ь с т в у ю т о б интенсивном белковом 
синтезе в клетке. 
Молекулярная м а с с а Л Н К с о с т а в л я е т д е с я т к и - с о т н и млн, 
м Р Н К — 0 , 5 - 4 млн, р Р Н К — 0 , 7 - 1 , 8 млн, т Р Н К - 23 30 тыс . 
П о э т о м у нуклеиновые кислоты о б р а з у ю т вязкие р а с т в о р ы . Ну­
клеиновые кислоты и м е ю т в ы с о к у ю п л о т н о с т ь — о к о л о 1, 7 г / с м . 
Благодаря большим размера.м и плотности они при в ы с о к о с к о ­
ростной седиментации п р о х о д я т плотные с л о и с а х а р о з н ы х гра­
диентов. Нуклеиновые кислоты о с а ж д а ю т с я в э т а н о л е , ацетоне, 
1 1 8 
хлороформе, р а з б а в л е н н ы х к и с л о т а х , р а с т в о р я ю т с я в щ е л о ч а х 
и солевых р а с т в о р а х . Р Н К легко г и д р о л и з у е т с я в т е п л ы х р а с ­
творах щелочей ( 0 , 3 - 0 , 5 н.) . Л Н К и Р Н К г и д р о л и з у ю т при на­
гревании в следующих к о н ц е н т р и р о в а н н ы х к и с л о т а х : 98%-ная 
муравьиная к и с л о т а (30 мин, 1 7 5 4 : ) , 12 н. H C I O 4 ( 1 ч , ЮО^С), 
6н. НС1 (2 ч, 1 2 0 ' С ) . 
4 . 2 Л . И з в л е ч е н и е нуклеиновых кислот 
из тканей растений 
Методы о п р е д е л е н и я нуклеиновых к и с л о т о с н о в а н ы на при­
менении специфических реакций на р и б о з у , д е з о к с и р и б о з у и 
фосфорную к и с л о т у или на измерении с п е ц и ф и ч е с к о г о п о г л о ­
щения нуклеиновых к и с л о т в у л ь т р а ф и о л е т е б л а г о д а р я азоти ­
стым основаниям. С л е д у е т у д а л и т ь из а н а л и з и р у е м о г о мате ­
риала вещества , м е ш а ю щ и е о п р е д е л е н и ю нуклеиновых к и с л о т , 
такие как: с в о б о д н ы е н у к л е о т и д ы , нуклеозиды. а з о т и с т ы е о с н о ­
вания, фенольные с о е д и н е н и я , пигменты, липиды, белки, у г л е в о ­
ды, фосфаты. Низкое с о д е р ж а н и е нуклеиновых к и с л о т в тканях 
растений и м н о ж е с т в о м е ш а ю щ и х о п р е д е л е н и ю в е щ е с т в вызыва­
ют большие с л о ж н о с т и выделения и анализа Р Н К и Л Н К расти ­
тельных о б ъ е к т о в (по с р а в н е н и ю с тканями ж и в о т н ы х ) . О п р е ­
деление нуклеиновых к и с л о т м о ж н о разделить на т р и этапа : 
очистка р а с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а от м е ш а ю щ и х в е щ е с т в ; экс ­
тракция и г и д р о л и з нуклеиновых кислот ; к о л и ч е с т в е н н о е опре­
деление нуклеиновых к и с л о т по ф о с ф о р у , а з о т и с т ы м о с н о в а н и ­
ям или пентозам. 
Растительный м а т е р и а л п р о м ы в а ю т органическими р а с т в о ­
рителями и о х л а ж д е н н ы м и разбавленными к и с л о т а м и ( Т Х У 
или H C I O 4 ) , в к о т о р ы х нуклеиновые к и с л о т ы не р а с т в о р я ю т с я . 
С у щ е с т в у ю т д е с я т к и в а р и а н т о в промывки р а с т и т е л ь н о г о мате ­
риала перед извлечением нуклеиновых кислот , р а з р а б о т а н н ы е 
применительно к разным о б ъ е к т а м в з а в и с и м о с т и от с о д е р ж а ­
ния в них пигментов , липидов , фенольных в е щ е с т в . Э т и с п о с о б ы 
в к л ю ч а ю т э к с т р а к ц и ю ткани х о л о д н ы м и горячим м е т а н о л о м , 
этанолом, а ц е т о н о м , эфиро.м, их с м е с я м и , с д о б а в л е н и е м 0 , 0 1 -
0,05 н. минеральных к и с л о т , а с к о р б и н о в о й кислоты , х л о р и с т о г о 
натрия. К и с л о т н ы е экстракции ткани б о л е е однотипны и, как 
правило, с о с т о я т из 2 4 п р о м ы в о к в 0 , 2 - 0 , 5 н. х о л о д н о й HCIO4 
или Т Х У . С п о с о б промывки с л е д у е т индивидуально п о д б и р а т ь 
к и с с л е д у е м о м у о б ъ е к т у . В х о р о ш о п р о м ы т о м материале ги-
дролизаты Р Н К и Л И К д о л ж н ы иметь £ '260/2 :^ и Ь'260/280 б ольше 
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единицы. П о с л е промывки нуклеиновые к и с л о т ы в с у м м е могут 
быть извлечены г о р я ч и м 0,5 н. р а с т в о р о м Т Х У или хлорной 
кислоты. Р Н К легче р а с т в о р я е т с я в э т и х к и с л о т а х , чем Л Н К , 
п о э т о м у нуклеиновые к и с л о т ы м о ж н о э к с т р а г и р о в а т ь избира­
тельно. Инкубация в течение 18 ч при 4^С в 1 н. HCIO4 при­
водит к экстракции Р Н К , а п о с л е д у ю щ е е 20 -минутное нагрева­
ние при 70*С в 0,5 н. HCIO4 в ы з ы в а е т э к с т р а к ц и ю Л Н К . Можно 
разделить Р Н К и Л Н К и з б и р а т е л ь н ы м г и д р о л и з о м по Ш м и д т у -
Таннгаузеру . Нуклеиновые к и с л о т ы э к с т р а г и р у ю т щ е л о ч ь ю , 
при э т о м Р Н К г и д р о л и з у е т с я . П о э т о м у при подкислении экс­
тракта в о с а д о к выпадает только Л Н К , Э т о т с п о с о б экстракции 
и разделения нуклеиновых к и с л о т н а и б о л е е надежен при работе 
с растительными о б ъ е к т а м и . Извлечение и разделение нукле­
иновых к и с л о т х о л о д н о й и г о р я ч е й к и с л о т а м и в ряде случаев 
мало эффективны. 
Щ е л о ч н у ю э к с т р а к ц и ю нуклеиновых к и с л о т и г и д р о л и з РНК 
п р о в о д я т в 0 , 3 - 0 , 5 н. К О Н (иногда N a O H ) в течение 1 - 2 ч или 
1 6 - 2 0 ч при 3 0 - 7 0 ^ 0 . С п е ц и а л ь н о е и с с л е д о в а н и е показало , что 
нуклеиновые к и с л о т ы практически п о л н о с т ь ю и з в л е к а ю т с я из 
растительной ткани за 1 - 2 ч, в д а л ь н е й ш е м из о с а д к а р а с т в о р я ­
ю т с я в о с н о в н о м белки и г е м и ц е л л ю л о з ы , к о т о р ы е б у д у т мешать 
определению нуклеиновых кислот . Л Н К , о с а ж д е н н у ю подки-
слением щ е л о ч н о г о экстракта , г и д р о л и з у ю т в 0,5 н. НСЮ4 при 
70 —90°С за 1 5 - 3 0 мин. Б о л е е п р о д о л ж и т е л ь н о е нагревание при 
высокой т е м п е р а т у р е п р и в о д и т к ч а с т и ч н о м у г и д р о л и з у белков. 
4 . 2 , 1 . 1 . М О Д И Ф И К А Ц И Я О П Р Е Д Е Л Е Н И Я 
Н У К Л Е И Н О В Ы Х К И С Л О Т П О Ш М И Д Т У - Т А И Н Г А У З Е Р У 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . С п е к т р о ф о т о м е т р , центрифуга, 
электроплитка, водяная баня, п р о б и р к и , пипетки. 
96%-ный этанол , д и э т и л о в ы й э ф и р , э т а н о л / д и э т и л о в ы й эфир 
( 1 / 1 и 3 / 1 ) , 57%-ная Н С Ю 4 , 0,5 и 0,2 н. Н С Ю 4 , 40%-ная и 0,5 н. 
К О Н , бумажный рН-индикатор. 
Х о д р а б о т ы . 1 г колеоптилей к у к у р у з ы р а с т и р а ю т в жид­
ком азоте и э к с т р а г и р у ю т 10 мл х о л о д н о й с м е с и э т а н о л / э ф и р 
( 3 / 1 ) в течение 10 мин. Ц е н т р и ф у г и р у ю т на х о л о д у 10 мин при 
3 тыс.^ . Промывку п о в т о р я ю т . О с а д о к п р о м ы в а ю т т р и раза 
холодной 0,2 н. H C I O 4 (по 5 мл) , 10 мин н а с т а и в а ю т на х о л о ­
ду , ц е н т р и ф у г и р у ю т и о т б р а с ы в а ю т центрифугат . О с а д о к про­
м ы в а ю т 5 мл х о л о д н о г о этанола , затем н а г р е в а ю т 30 мин при 
50^С на водяной бане с 5 мл с м е с и э т а н о л / э ф и р ( 1 / 1 ) , п р о м ы -
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вают о садок 5 мл э ф и р а и п о д с у ш и в а ю т на в о з д у х е . О с а д о к 
заливают 5 мл 0,5 н. К О Н и о с т а в л я ю т на 2 ч при 37*^0 д л я 
гидролиза Р Н К . О с а д о к о т д е л я ю т ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м , п р о ­
мывают 1 мл 0,5 н. К О И и о т б р а с ы в а ю т . О б ъ е д и н е н н ы е с у п е р -
натанты о х л а ж д а ю т д о 4^С и о с а ж д а ю т из них Л Н К и б е л о к , 
прибавляя по каплям о х л а ж д е н н ы й р а с т в о р 57%<ной HCIO4 д о 
конечной концентрации HCIO4 0,2 н. (рН 1) . О с т а в л я ю т с м е с ь 
на 2 0 - 3 0 мин на х о л о д у д л я ф о р м и р о в а н и я о с а д к а , к о т о р ы й за ­
тем о т д е л я ю т ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м на х о л о д у и п р о м ы в а ю т 1 мл 
холодной 0,2 н. HCIO4. О б ъ е д и н е н н ы е с у п е р н а т а н т ы н е й т р а л и ­
зуют несколькими к а п л я м и 40%-ной К О Н д о у с т а н о в л е н и я рН 8. 
Выпавший о с а д о к KCIO4 о т д е л я ю т ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м и п р о ­
мывают 1 мл в о д ы . О б ъ е д и н е н н ы е с у п е р н а т а н т ы и с п о л ь з у ю т 
для определения Р Н К ( ч а щ е в с е г о по п о г л о щ е н и ю в у л ь т р а ф и ­
олете). 
ЛНК из о с а д к а г и д р о л и з у ю т 2 раза 0,5 н. HCIO4 (по 2 мл ) 
нагреванием в т е ч е н и е 15 мин при 70^С, о с а д о к п р о м ы в а ю т 1 мл 
0,5 н. H C I O 4 . О б ъ е д и н е н н ы е с у п е р н а т а н т ы и с п о л ь з у ю т д л я 
определения с о д е р ж а н и я Л Н К ( ч а щ е в с е г о по реакции с дифе­
ниламином), 
4.2.1.2. В Ы Л Б Л Б Н И Е Н У К Л Е И Н О В Ы Х К И С Л О Т 
М Е Т О Д О М Ф Е Н О Л Ь Н О Й Д Е П Р О Т Б И Н И З А Ц И И 
Один ИЗ с а м ы х р а с п р о с т р а н е н н ы х с п о с о б о в выделения натив-
кых нуклеиновых к и с л о т с о с т о и т в их экстракции и депротеини-
зации в с м е с и в о д н о й и фенольной фаз, предложенной К, К и р б и 
(1956). С в я з ь б е л к а с Р Н К менее прочная , чем с Л Н К , п о э т о м у 
отделение Р Н К о т б е л к о в м о ж е т б ы т ь д о с т и г н у т о при и с п о л ь з о ­
вании с м е с и в о д ы или с л а б о г о б у ф е р н о г о р а с т в о р а с фенолом. 
Лля выделения Л Н К в в о д н у ю фазу в в о д я т Л Л С ( 0 , 5 - 1 % ) , па-
раминосалицилат н а т р и я ( 4 - 5 % ) или 1 М х л о р и с т ы й натрий. 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Ц е н т р и ф у г а с охлаждением , рН-
метр, п е с о ч н а я баня , к о л б а д л я перегонки фенола из т е р м о с т о й ­
кого стекла на 2 5 0 - 5 0 0 мл , т е р м о м е т р на 200^С, качалка, хими­
ческая п о с у д а . 
В о д о н а с ы щ е н н ы й фенол, с о д е р ж а щ и й 0 , 1 % 8-оксихинолина 
(фенол п е р е г о н я ю т нагреванием на п е с о ч н о й бане при 200*'С в 
аппарате из с текла , с м е ш и в а ю т с д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й в о т ­
ношении 8:2, р а с т в о р я ю т 0,1 г 8 -оксихинолина в 100 м л фенола; 
р а с т в о р с т а б и л е н в течение трех с у т о к ) ; 10 м М трис-НС1 буфе ­
ра, рН 7,8 (0 ,7 мл 0,01 М НС1, 121 мг т р и с и 1 г Л Л С р а с т в о р я ю т 
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в 100 мл водного р а с т в о р а , х р а н и т с я в т ечение д в у х недель на 
холоду); 96%-ный этанол ; 2 М ацетатный б у ф е р , рН 5,3 (1,92 мл 
ледяной у к с у с н о й к и с л о т ы и 21,76 г C H a C O O N a • ЗН2О раство­
р я ю т в 100 мл в о д н о г о р а с т в о р а ) ; х л о р о ф о р м . 
Х о д р а б о т ы . 1 г ткани р а с т и р а ю т в ж и д к о м азоте и пере­
носят с п о м о щ ь ю 5 мл х о л о д н о г о т р и с - б у ф е р а с 1%-ным Л Л С 
в к о л б у на 50 мл с 5 мл в о д о н а с ы щ е н н о г о фенола, содержаще­
го 0 , 1 % 8-оксихинолина. В с т р я х и в а ю т на х о л о д у на качалке 
20 мин, д о б а в л я ю т 1 мл х л о р о ф о р м а и в с т р я х и в а ю т еще 20 мин. 
Фазы р а з д е л я ю т центрифугированием на х о л о д у при 4 - 6 тыс.5. 
в течение 5 мин. В е р х н ю ю в о д н у ю фазу о т с а с ы в а ю т пипеткой 
с о т б и т ы м кончиком ( ч т о б ы не п о в р е д и т ь м о л е к у л ы Л Н К , диа­
м е т р кончика должен б ы т ь о к о л о 2 м м ) , п е р е н о с я т в н о в у ю кол­
бу , с о д е р ж а щ у ю 5 мл фенола с 0 , 1 % 8-оксихинолина, и повторя­
ю т депротеинизацию. Вновь о т о б р а н н у ю в о д н у ю фазу депро-
теинизируют третий раз. П р о м е ж у т о ч н у ю и н и ж н ю ю феноль-
н у ю фазу после каждой депротеинизации п р о м ы в а ю т 1 мл бу­
фера, о т д е л я ю т водный с л о й ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м и присоеди­
няют к о с н о в н о й в о д н о й п р о б е , а п р о м е ж у т о ч н ы й и фенольный 
слои о т б р а с ы в а ю т . Нуклеиновые к и с л о т ы о с а ж д а ю т , добавляя 
к объединенному в о д н о м у э к с т р а к т у 2 о б ъ е м а э т а н о л а и 2 М 
ацетатный буфер ( О Д - 0 , 2 мл б у ф е р а на 20 мл в о д н о - с п и р т о в о й 
с м е с и ) . В ы д е р ж и в а ю т с м е с ь на х о л о д у (-20*^С) в течение 1 - 2 ч 
и о т д е л я ю т о с а д о к центрифугированием. О с а д о к п е р е р а с т в о -
р я ю т в 2 мл т р и с - б у ф е р а и еще раз п р о в о д я т депротемнизацию, 
как описано выше, п р о м ы в а я фенольный и п р о м е ж у т о ч н ы й слои 
буфером после отделения о с н о в н о й водной фазы. З а т е м нуклеи­
новые кислоты с н о в а о с а ж д а ю т подкисленным с п и р т о м . О с а д о к 
п р о м ы в а ю т 2 - 3 раза 96%-ным э т а н о л о м (по 3 - 4 мл) и хранят 
под с п и р т о м при -20^С. 
Препарат с о д е р ж и т Р Н К , Л Н К , п о л и с а х а р и д ы (в основном 
крахмал) . Он может фракционироваться х р о м а т о г р а ф и е й , элек­
т р о ф о р е з о м , ультрацентрифугированием . Е с л и т р е б у е т с я уда­
лить крахмал, то можно п р о и н к у б и р о в а т ь водный р а с т в о р пре­
парата с /^-амилазой (0,2 м г / м л ) при 37^С в течение 3 0 - 6 0 мин, 
затем удалить фермент фенольной депротеинизацией . Л Н К и 
полисахариды можно о с а д и т ь 2 -этоксиэтаноло .м. 
4.2 .2 . Количественное определение нуклеиновых к и с л о т 
М е т о д ы количественного определения нуклеиновых кислот 
малоспецифичны, так как о снованы на физико-химических свой-
ствах, к о т о р ы е нуклеиновые к и с л о т ы р а з д е л я ю т с ш и р о к и м 
спектром в е щ е с т в , в х о д я щ и х в с о с т а в растений . П о э т о м у д л я 
применения э т и х м е т о д о в т р е б у е т с я д о с т а т о ч н о в ы с о к а я с т е ­
пень очистки нуклеиновых к и с л о т о т м е ш а ю щ и х о п р е д е л е н и ю 
веществ ( см . 4 .2 .1 ) . 
4 . 2 . 2 . 1 . О П Р Е Л Б Л Е Н И Е С О Д Е Р Ж А Н И Я 
Н У К Л Е И Н О В Ы Х К И С Л О Т 
П О П О Г Л О Щ Е Н И Ю У Л Ь Т Р А Ф И О Л Е Т А 
Нуклеиновые к и с л о т ы п о г л о щ а ю т у л ь т р а ф и о л е т о в о е излуче ­
ние с м а к с и м у м о м 260 нм б л а г о д а р я в х о д я щ и м в их с о с т а в азо ­
тистым о с н о в а н и я м . Д л я измерения и с п о л ь з у ю т г и д р о л и з а т ы 
нуклеиновых к и с л о т , п о с к о л ь к у у нативных молекул п о г л о щ е н и е 
меньше и оно в а р ь и р у е т в з а в и с и м о с т и от конформации м о л е к у ­
лы ( гипохромный э ф ф е к т ) . М о ж н о измерять поглощение г и д р о -
лизатов нуклеиновых к и с л о т , полученных по м е т о д у Ш м и д т а -
Таннгаузера ( с м . 4 .2 .1 .1 ) . В э к с т р а к т е не д о л ж н о б ы т ь в е щ е с т в , 
сильно п о г л о щ а ю щ и х у л ь т р а ф и о л е т . П о э т о м у э к с т р а г и р о в а н ­
ные горячей Т Х У нуклеиновые к и с л о т ы не м о г у т б ы т ь опре ­
делены э т и м м е т о д о м ( Т Х У п о г л о щ а е т у л ь т р а ф и о л е т ) . Д о л ж ­
ны быть у д а л е н ы фенольные в е щ е с т в а , пигменты, с в о б о д н ы е ну­
клеотиды, ч т о д о с т и г а е т с я п р е д в а р и т е л ь н о й (перед г и д р о л и з о м 
нуклеиновых к и с л о т ) п р о м ы в к о й ткани разбавленными х о л о д ­
ными к и с л о т а м и и л и п и д о р а с т в о р и т е л я м и . М е т о д д о с т а т о ч н о 
точен, если п о г л о щ е н и е р а с т в о р а при 270 нм превышает погло ­
щение при 260 нм не б о л е е чем на 1 5 % . В п р о т и в н о м с л у ч а е 
нужно ввести д о п о л н и т е л ь н ы е промывки и с х о д н о г о м а т е р и а л а . 
Оборудование и реактивы. С п е к т р о ф о т о м е т р , пипетки, 
пробирки. 
0,5 н. H C I O 4 . 
Х о д работы. П о г л о щ е н и е нейтрализованного г и д р о л и з а т а 
РНК и з м е р я ю т п р о т и в в о д ы . П о г л о щ е н и е г и д р о л и з а т а Д Н К , 
полученного нагреванием в 0,5 н. H C I O 4 , и з м е р я ю т против 0,5 н. 
H C I O 4 , Тра^диционно п о г л о щ е н и е в у л ь т р а ф и о л е т е р а с с ч и т ы в а ­
ю т на 1 м к г / м л нуклеинового ф о с ф о р а . Л л я Р Н К £'2бо*нм'^ ^ ^ — 
0,350. Д л я к и с л о т н о г о г и д р о л и з а т а Л Н К максимум поглоще­
ния с д в и н у т к 268 нм, £ ' . ] Х м ' ' ' ' ^ - 0 .283 . Д л я п е р е с ч е т а на 
к о л и ч е с т в о нуклеиновой к и с л о т ы нужно к о л и ч е с т в о нуклеино­
вого ф о с ф о р а у м н о ж и т ь на коэффициенты: 10,1 (для Л Н К ) , 10,5 
(для Р Н К ) , 10,3 (для с у м м ы нуклеиновых к и с л о т ) . В чистом 
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препарате нуклеиновых к и с л о т значения отношения Е260/Е230 
и £ " 2 6 0 / ^ 2 8 0 находятся в п р е д е л а х 2 , 1 - 2 , 4 . Е с л и использовать 
разность ^ 2 7 0 - J^290 , ТО у д е л ь н о е п о г л о щ е н и е нуклеиновых ки­
с л о т примерно одинаковое : ^27 { Г - 290 ^ = ^^0- ^ ^ о позволяет 
измерить с у м м а р н о е к о л и ч е с т в о нуклеиновых к и с л о т в их сме­
си. К р о м е т о г о , в р а с т в о р е м о ж е т с о д е р ж а т ь с я белок , посколь­
ку его поглощение при 270 и 290 нм п р и м е р н о одинаково и оно 
взаимно в ы ч и т а е т с я . С о д е р ж а н и е нуклеиновых к и с л о т ( м к г / м л ) 
в ы ч и с л я ю т по ф о р м у л а м : 
Срнк = 
Сднк = 
Cm = 
(£"270 - £"290) ' 10 ,5 
0 ,190 
(£^270 ^ £^290)' 1 0 , 1 
0 , 190 
(£^270 - £"290)' 10 ,3 
0 ,190 
4 . 2 . 2 . 2 , О П Р Е Л Е Л Е Н И Е К О Л И Ч Е С Т В А Н У К Л Е И Н О В Ы Х К И С Л О Т 
ПО С О Д Е Р Ж А Н И Ю Ф О С Ф О Р А 
С о д е р ж а н и е ф о с ф о р а в нуклеиновых кислотах — величина до ­
вольно у с т о й ч и в а я и в с р е д н е м для Л Н К с о с т а в л я е т 9 ,9%, для 
Р Н К — 9 , 5 % , для с м е с и нуклеиновых к и с л о т — 9,7%. Э т о позво ­
ляет определять к о л и ч е с т в о нуклеиновых кислот по с о д е р ж а ­
нию ф о с ф о р а . Р а с т в о р нуклеиновых к и с л о т с ж и г а ю т в смеси 
серной и х л о р н о й кислот , и к о л и ч е с т в о о с в о б о ж д а ю щ е й с я о р -
т о ф о с ф о р н о й к и с л о т ы и з м е р я ю т в реакции о б р а з о в а н и я м о л и б ­
деновой сини. При взаимодействии ф о с ф о р н о й к и с л о т ы с мо -
либдатом аммония в с ернокислой с р е д е о б р а з у е т с я ф о с ф о р н о -
молибденовая кислота , к о т о р а я в о с с т а н а в л и в а е т с я д о окрашен­
ных в синий цвет комплексов с п о м о щ ь ю в о с с т а н о в и т е л я (ами­
дол , эйконоген, х л о р и с т о е о л о в о , а с к о р б и н о в а я к и с л о т а , F e S 0 4 ) -
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Ф о т о э л е к т р о к о л о р и м е т р , пес­
чаная баня, электроплитка , т е р м о с т о й к и е п р о б и р к и на 20 - 40 мл 
в ы с о т о й 1 5 - 2 0 см , стеклянный фильтр , в о р о н к а Б ю х н е р а , мер­
ные колбы на 50 и 1000 мл, мерные пробирки на 10 мл, пипетки. 
Концентрированная и 10%-ная H2SO4 ( х .ч . ) , 10%-ная N a O H , 
1%-ный фенолфталеин в э таноле . 
Р а с т в о р эйконогена (1 -амино-2 -нафтол-4 -сульфоновой кисло­
ты) : в мерной колбе на 50 мл п о с л е д о в а т е л ь н о р а с т в о р я ю т в во­
де 7,5 г N a 2 S 2 0 5 , 0,25 г N a 2 S 0 3 , затем при нагревании на водяной 
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бане 0,125 г очищенного эйконогена, объем раствора доводят 
водой до метки и фильтруют его. Раствор не должен иметь ще­
лочной реакции. В закрытой посуде из темного стекла может 
храниться на холоду две недели. Эйконоген очищают следу­
ющим образом: растворяют 1,5 г эйконогена в 100 мл горяче­
го (90^С) 15%'Ного раствора ЫагЗгОз, содержащего 1 г КагЗОз, 
охлаждают и фильтруют на воронке Бюхнера. К фильтрату 
приливают 1 мл концентрированной НС1. Выпавший осадок от­
деляют фильтрованием через стеклянный фильтр JVs3, осадок на 
фильтре промывают 30 мл воды, 15 мл 5 0 % - , 3 0 % - и 96%-ного эта­
нола. Досушивают в эксикаторе в темноте и хранят в склянке 
из темного стекла с притертой пробкой. 
Раствор амидола: 5 г K 2 S 2 O 5 (или N a 2 S 2 0 5 ) растворяют в 2 5 -
30 мл воды, добавляют 100 мг амидола, объем доводят водой до 
50 мл, фильтруют раствор. Хранят две недели в темной склянке 
на холоду. 
2,5% молибденовокислого аммония в 5 н. H 2 S O 4 , хранят в 
темной посуде несколько месяцев на холоду. 439 мг К Н 2 Р О 4 
растворяют в 1 л воды, содержащей 20 мл 0 ,1 н. H 2 S O 4 , перед 
употреблением разбавляют в 4 раза. 
Х о д работы. 5 - 6 мл экстракта, содержащего О Д - 2 мг ну­
клеиновых кислот, вносят в термостойкие пробирки, добавляют 
0,5 мл концентрированной H 2 S O 4 и 0,2 мл 57%-ной Н С Ю 4 (если 
ее нет в экстракте). Смесь кипятят сначала на водяной бане 
для удаления избытка воды, затем на песчаной бане или в ме­
таллическом нагревательном блоке при 1 6 0 - 170^С. При более 
сильном нагреве, особенно на стадии образования белых паров, 
может происходить потеря фосфора. Приблизительно через 2 ч, 
когда жидкость из темно-коричневой станет бесцветной, прили­
вают 2 - 3 мл воды и нагревают смесь еще 1 0 - 1 5 мин. К охла­
жденным пробам приливают 5 - 8 мл воды, переносят смесь в 
мерные пробирки и доводят ее объем водой до 10 мл. 
Лля определения количества фосфора в мерные пробирки на 
10 мл вносят 2 - 5 мл пробы, добавляют 1 - 2 капли раствора 
фенолфталеина и нейтрализуют 10%-ной щелочью до появле­
ния розового окрашивания. Розовую окраску убирают 10%-ной 
Н2$04. 
При использовании в качестве восстановителя амидола к 
пробе приливают 1,6 мл раствора молибдата аммония, доба­
вляют воду до 8 - 9 мл, приливают 0,5 мл раствора амидола, 
добавляют воду до 10 мл и перемешивают. 
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Если в реакции и с п о л ь з у е т с я эйконоген, то к п р о б е прили­
в а ю т 1,2 мл р а с т в о р а м о л и б д а т а аммония, д о б а в л я ю т воду до 
8 - 9 мл, п р и л и в а ю т 0,4 мл р а с т в о р а эйконогена , д о б а в л я ю т воду 
до 10 мл и п е р е м е ш и в а ю т . 
Через 30 мин п р о б ы к о л о р и м е т р и р у ю т против с о о т в е т с т в у ­
ющего контроля на ФЭРСе с красным с в е т о ф и л ь т р о м в кюве­
тах толщиной 5 или 10 мм. К о л и ч е с т в о ф о с ф о р а определяют 
по калибровочной кривой, п о с т р о е н н о й с п о м о щ ь ю стандарт­
ного р а с т в о р а К Н 2 Р О 4 . На определение б е р у т или от 0,2 до 
2 мл с т а н д а р т н о г о р а с т в о р а , если и с п о л ь з у е т с я к ю в е т а толщи­
ной 10 мм, или о т 0,4 д о 4 мл р а с т в о р а , если и с п о л ь з у е т с я кювета 
толщиной 5 мм. К о л и ч е с т в о Р Н К в п р о б е п о л у ч а ю т у.множени-
ем количества ф о с ф о р а на 10,5, Л Н К — н а 10 ,1 , с м е с и нуклеино­
вых кислот — на 10,3. 
4 . 2 . 2 . 3 . О П Р Е Д Е Л Е Н И Е С О Д Е Р Ж А Н И Я Л Н К 
С П О М О Щ Ь Ю Д И Ф Е Н И Л А М И Н А 
Э т о самая р а с п р о с т р а н е н н а я цветная реакция на Л Н К . Она 
основана на специфическом взаимодействии дифениламина в 
уксусной кислоте с о статками д е з о к с и р и б о з ы м о л е к у л ы ЛНК. 
С дифениламином р е а г и р у ю т прежде в с е г о пуриновые нуклео­
тиды, при э т о м о с в о б о ж д а е т с я фосфат . По первоначальной ме­
тодике, предложенной А . Лише, п р о б а п р о г р е в а е т с я 10 мин при 
ЮО^С с 1%-ным р а с т в о р о м дифениламина в ледяной уксусной 
кислоте, с о д е р ж а щ е й с е р н у ю к и с л о т у (2,75 мл концентрирован­
ной H2SO4 п р и л и в а ю т к 100 мл у к с у с н о й к и с л о т ы ) . П р е д л о ж е ­
но несколько модификаций этой методики. Например , при бо ­
лее длительном нагревании (4 ч) с дифениламиновым реактивом 
р е а г и р у ю т и Р Н К , причем окрашенный п р о д у к т реакции имеет 
спектр гюглощения (максимум при 650 нм), отличный от спек­
тра продукта реакции с Л Н К (максимум при 605 нм) . Э т о по­
зволяет определять Л Н К и Р Н К в одной п р о б е . Введение ацет-
альдсгида и х л о р н о й кислоты в реакционную с р е д у , а также 
проведение реакции при т е м п е р а т у р е 25 - ЗО^С в течение дли-
тельного времени ( 1 6 - 2 0 ч) позволили у в е л и ч и т ь в несколько 
раз ч у в с т в и т е л ь н о с т ь м е т о д а и уменьшить влияние посторонних 
веществ . Наибольшее применение нашли модификация К. Бар-
тона (1956) и модификация К. Л ж и л е с а и А . М а й е р с а (1905) . 
Лля анализа и с п о л ь з у ю т р а с т в о р Л Н К в х л о р н о й кислоте , 
полученный по .методу Н] .мидта-Таннгаузера ( с м . 4 .2 .1 .1) . М о ж ­
но извлекать Л Н К прямо из п р о м ы т о г о л и п и д о р а с т в о р и т е л я м и 
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и холодными р а з б а в л е н н ы м и к и с л о т а м и м а т е р и а л а . Л л я э т о г о 
промытый о с а д о к н а г р е в а ю т 1 5 - 2 0 мин при 70 - 80^С в 0 , 5 -
1 н. Н С Ю 4 . При э т о м в р а с т в о р также п е р е й д е т и Р Н К , но 
она не мешает о п р е д е л е н и ю . М о ж н о э к с т р а г и р о в а т ь нуклеино ­
вые кислоты из п р о м ы т о й ткани г о р я ч е й 5%-ной Т Х У , но по ­
сле охлаждения с л е д у е т о б я з а т е л ь н о в в о д и т ь в п р о б у H C I O 4 д о 
конечной концентрации 0,5 М . О п р е д е л е н и ю Л Н К не м е ш а е т 
содержание в реакционной с р е д е г л ю к о з ы , с а х а р о з ы , к р а х м а ­
ла, у р о н о в ы х к и с л о т , н е б о л ь ш о г о к о л и ч е с т в а белков . Р а з в и т и е 
окраски с Л Н К п о д а в л я е т с я высокими концентрациями белка , 
NaCl (20 м г ) , а с к о р б и н о в о й к и с л о т о й (0,4 м г ) , с о л я н о к и с л ы м ци-
стеином (2 м г ) . 
М о д и ф и к а ц и я Б а р т о н а 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . С п е к т р о ф о т о м е т р , т е р м о с т а т , 
водяная баня, э л е к т р о п л и т к а , пипетки, пробирки . 
1,5 г дифениламина р а с т в о р я ю т в 100 мл ледяной у к с у с н о й 
кислоты и п р и л и в а ю т 1,5 мл концентрированной H2SO4 (плот ­
ность 1,84). Д и ф е н и л а м и н п р е д в а р и т е л ь н о п е р е к р и с т а л л и з о в ы -
вают в 70%-ном э т а н о л е . Р е а к т и в хранится в холодильнике не 
менее 4 месяцев в т е м н о й склянке. 1 мл ацетальдегида р а с т в о ­
ряют в 50 мл в о д ы , р а с т в о р х р а н и т с я в холодильнике несколько 
месяцев. С т а н д а р т н ы й р а с т в о р Л Н К для п о с т р о е н и я к а л и б р о ­
вочной кривой г о т о в я т р а с т в о р е н и е м 1 мг Л Н К ти.муса теленка 
или с п е р м ы л о с о с я в 10 мл 0,5 н. H C I O 4 в течение 15 мин при 
70'С. 0,5 н. H C I O 4 . 
Х о д р а б о т ы . К 20 мл р а с т в о р а дифениламина перед опре­
делением д о б а в л я ю т 0,1 мл р а с т в о р а ацетальдегида . 2 мл 
полученного реагента п р и л и в а ю т к 2 мл р а с т в о р а Д Н К (5 -
80 м к г / м л ) в 0 , 2 5 - 0 , 6 5 М H C I O 4 и о с т а в л я ю т на 1 6 - 2 0 ч при 
25 - 35*^0. И з м е р я ю т о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь при 600 нм п р о т и в 
контрольной п р о б ы . К о л и ч е с т в о Л Н К о п р е д е л я ю т по к а л и б р о ­
вочной кривой , п о с т р о е н н о й с о с тандартным р а с т в о р о м Л Н К , 
разбавленным в I , 2, 4, б, 8, 10, 12, 16 раз. Т о ч н о е к о л и ч е с т в о 
Л Н К в с т а н д а р т н о м р а с т в о р е о п р е д е л я ю т по п о г л о щ е н и ю в у л ь ­
трафиолете ( см . 4 .2 .2 .1) . 
М о д и ф и к а ц и я Л ж и л е е а и М а й е р с а 
М е т о д в д в о е ч у в с т в и т е л ь н е е модификации Б а р т о н а и о т л и ч а ­
ется от нее тем , ч т о а ц е т а л ь д е г и д вносят прямо в реакционную 
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с м е с ь . К р о м е т о г о , в д и ф е н и л а м и н о в о м реактиве нет серной ки­
с л о т ы , что позволяет п о в ы с и т ь концентрацию дифениламина до 
4 % и тем с а м ы м у в е л и ч и т ь ч у в с т в и т е л ь н о с т ь м е т о д а . В присут­
ствии серной к и с л о т ы дифениламин при концентрации выше 3% 
выпадает в о с а д о к в виде дифениламинсульфата . 
Оборудование и реактивы. С п е к т р о ф о т о м е т р , т е р м о с т а т , 
водяная баня, э л е к т р о п л и т к а , пипетки, п р о б и р к и . 
4 г дифениламина р а с т в о р я ю т в 100 мл ледяной у к с у с н о й ки­
с л о т ы ; 0,2 мл а ц е т а л ь д е г и д а п р и б а в л я ю т к 98 мл воды. 
1 н. НСЮ4. 
Х о д работы. К 2 мл р а с т в о р а Д Н К ( 2 - 4 0 м к г / м л ) в 1 н. 
H C I O 4 п р и л и в а ю т 2 мл 4%-ного дифениламина в ледяной уксус ­
ной кислоте и 0,1 мл р а с т в о р а ацетальдегида . И н к у б и р у ю т I S ­
I S ч при ЗО^С. И з м е р я ю т о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь при 595 нм про­
тив с о о т в е т с т в у ю щ е г о к о н т р о л я . Е с л и с р е д а с о д е р ж и т посто­
ронние вещества , она м о ж е т б ы т ь м у т н о й . Ч т о б ы с в е с т и фоно­
вое поглощение к н у л ю , и з м е р я ю т р а з н о с т ь экстинции при 595 
и 700 нм. П о л ь з у ю т с я к а л и б р о в о ч н о й кривой, п о с т р о е н н о й со 
с тандартным р а с т в о р о м Л Н К в 1 н. H C I O 4 . 
4 . 2 . 2 . 4 . О П Р Е Д Е Л Е Н И Е К О Л И Ч Е С Т В А Р Н К 
П О Р Е А К Ц И И С О Р П И Н О М 
Орцин в соляной к и с л о т е при нагревании в з а и м о д е й с т в у е т с 
рибозой г и д р о л и з а т а Р Н К и о б р а з у е т окрашенный в зеленый 
цвет продукт с м а к с и м у м о м поглощения при 6 5 0 - 6 6 0 нм. О р ­
цин в з а и м о д е й с т в у е т и с д р у г и м и пентозами (например , с 2-
д е з о к с и р и б о з о й , м е т и л п е н т о з о й ) , с г е к с у р о н о в ы м и кислотами, 
но ч у в с т в и т е л ь н о с т ь реагента к э т и м соединениям на порядок 
ниже. Х о д у реакции м е ш а ю т п о л и с а х а р и д ы , белки, липиды, 
карбонаты, фосфаты, Т Х У . П о э т о м у д л я определений следу­
ет использовать п р е п а р а т ы Р Н К х о р о ш о очищенные, о с о б е н н о 
от с в о б о д н ы х Сахаров. 
Оборудование и реактивы. С п е к т р о ф о т о м е т р , э л е к т р о ­
плитка, водяная баня, пипетки, пробирки . 
6%-ный р а с т в о р орцина в 96%-ном э т а н о л е ( г о т о в я т в день 
применения) ; 0,05%-ный р а с т в о р РеСЬ • 6Н2О в концентрирован­
ной H C i ; 100 м к г / м л d -рибозы в 0,5 н. H C I O 4 . 
Стандартный р а с т в о р Р Н К : 1 мг д р о ж ж е в о й Р Н К р а с т в о р я ­
ю т в 1 мл 1 н. N a O H , через 1 - 2 ч г и д р о л и з а т Р Н К нейтрали­
з у ю т концентрированной H C I O 4 и р а з б а в л я ю т 0,5 н. H C I O 4 ДО 
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концентрации 0,4 м г / м л . Т о ч н у ю к о н ц е н т р а ц и ю Р Н К в р а с т в о ­
ре о п р е д е л я ю т п о с л е д е с я т и к р а т н о г о р а з б а в л е н и я а л и к в о т ы по 
поглощению в у л ь т р а ф и о л е т е (см. 4 .2 .2 ,1) . 
Х о д работы. К 1 мл г и д р о л и з а т а Р Н К ( 2 0 - 4 0 0 м к г / м л ) при­
ливают 1 мл р а с т в о р а РеС1з и ОД мл р а с т в о р а орцина . Н а г р е в а ­
ют смесь 20 мин в кипящей бане , о х л а ж д а ю т 1 - 2 мин в л е д я н о й 
бане. П р и л и в а ю т 0,9 мл 9 6 % - н о г о э т а н о л а д л я с т а б и л и з а ц и и зе ­
леной окраски р а с т в о р а . Колор. ' /1метрируют р а с т в о р п р и 650 нм 
против к о н т р о л ь н о й п р о б ы . К о л и ч е с т в о Р Н К о п р е д е л я ю т по ка­
либровочной к р и в о й , п о с т р о е н н о й с с / -рибозой ( 5 - 1 0 0 м к г / м л ) 
или с д р о ж ж е в о й Р Н К ( 2 0 - 4 0 0 м к г / м л ) . Е с л и п о л ь з у ю т с я кали­
бровочной к р и в о й по с / -рибозе , т о для определения к о л и ч е с т в а 
РНК нужно у м н о ж и т ь к о л и ч е с т в о р и б о з ы на коэффициент 4,4. 
4 .2 .3 . Э л е к т р о ф о р е з нуклеиновых кислот 
С п о м о щ ь ю э л е к т р о ф о р е з а в а1'арозном или п о л и а к р и л а м и д ­
ном геле м о ж н о Р Н К и ф р а г м е н т а Л Н К разделять на фракции. 
Удобно и с п о л ь з о в а т ь п р е п а р а т ы нуклеиновых к и с л о т , п о л у ч е н ­
ные фенольной д е п р о т е и н и з а ц и е й . В нейтральных и с л а б о щ е ­
лочных в о д н ы х р а с т в о р а х нуклеиновые к и с л о т ы и м е ю т о т р и ­
цательный з а р я д (в р е з у л ь т а т е диссоциации ф о с ф а т н ы х г р у п п ) . 
П о э т о м у в э л е к т р и ч е с к о м п о л е они д в и ж у т с я по н а п р а в л е н и ю 
к аноду. С к о р о с т ь движения зависит , как при л ю б о м э л е к т р о ­
форезе на н е й т р а л ь н ы х н о с и т е л я х , от п л о т н о с т и з а р я д а м о л е ­
кулы и о т ее р а з м е р о в . Н у к л е и н о в ы е к и с л о т ы и м е ю т приблизи ­
тельно о д и н а к о в у ю п л о т н о с т ь заряда , п о э т о м у э л е к т р о ф о р е т и -
ческое разделение о п р е д е л я е т с я молекулярной м а с с о й молекул 
и фактически я в л я е т с я м о л е к у л я р н о й фильтрацией ч е р е з п о р ы 
геля. Лля э л е к т р о ф о р е з а и с п о л ь з у ю т полиакриламидный гель с 
концентрацией от 2 д о 1 0 % в з а в и с и м о с т и о т величины фракцио­
нируемых нуклеиновых к и с л о т . Р и б о с о м а л ь н ы е Р Н К д е л я т в 2 -
3%-ных гелях , т р а н с п о р т н ы е — в 7 - 1 0 % - н ы х гелях. И н о г д а ис­
п о л ь з у ю т гели с о с т у п е н ч а т ы м градиенто.м концентрации. М о ж ­
но применять а г а р о з н ы й и агарозно -полиакриламидный гель. 
Приведем п р и м е р э л е к т р о ф о р е з а нуклеиновых к и с л о т в поли­
акриламидном геле по У . Л е н и н г у (1967 ) . 
^ О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . П р и б о р для э л е к т р о ф о р е з а в 
т р у б к а х . У г о л ь н ы е электро.цы лучше заменить платиновыми 
из п р о в о л о к и или п л а с т и н о к толщиной 0 , 2 - 0 , 3 мм. Стеклянные 
т р у б к и для гелей с л е д у е т заменить плексиглазовыми, так как 
применяемые лля разделения нуклеиновых кислот р ы х л ы е гели 
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прилипают к стеклу и с т р у д о м и з в л е к а ю т с я . Центрифуга , рН-
метр . 
10%-ный акриламид и 0,5%-ный N, Я ' - м е т и л е н б и с а к р и л а м и д 
(10 г акриламида, 0,5 г Л'', ЛГ ' -метиленбисакриламида в 100 мл 
водного р а с т в о р а ) . Р а с т в о р с т а б и л е н несколько месяцев на хо ­
лоду . 
О с н о в н о й э л е к т р о ф о р е т и ч е с к и й б у ф е р (рН 7,8) : 4,4 г трис , 
4,68 г N a H 2 P 0 4 - 2 H 2 0 , 0,372 г Э Л T A - 2 N a , 1 г Л Л С в одном литре 
водного р а с т в о р а , хранят д в е недели на х о л о д у . 
20%-ная с а х а р о з а в о с н о в н о м б у ф е р е п л ю с 1 - 2 капли (на 
10 мл р а с т в о р а ) 1%-ного в о д н о г о р а с т в о р а б р о м ф е н о л о в о г о си­
него, Т Е М Е Л , 10%-ный п е р с у л ь ф а т аммония , 7%-ная уксусная 
кислота , 0,2%-ный м е т и л е н о в ы й синий в 0,2 М ацетатном буфе­
ре, рН 4,7 (200 мг м е т и л е н о в о г о синего , 2,72 г C H a C O O N a • ЗН2О, 
0,96 мл ледяной у к с у с н о й к и с л о т ы в 100 мл в о д н о г о р а с т в о р а ) . 
Если нуклеиновые к и с л о т ы п о с л е э л е к т р о ф о р е з а в ы я в л я ю т ­
ся из.мерением поглощения при 2 6 0 - 2 8 0 нм, т о с л е д у е т дополни­
тельно перекристаллизовывать акриламид и УУ, /V ' -метиленбис-
акриламид. 70 г акриламида р а с т в о р я ю т в 1 л х л о р о ф о р м а при 
50^0 , горячий р а с т в о р ф и л ь т р у ю т , о с т у ж а ю т д о -~20'^С, выпав­
шие кристаллы п р о м ы в а ю т х о л о д н ы м х л о р о ф о р м о м и высуши-
в а ю т . Л^, /V ' -метиленбисакриламид р а с т в о р я ю т в ацетоне (10 г 
в 1 л) при 40 — ЪО^С, г о р я ч и й р а с т в о р ф и л ь т р у ю т , о с т у ж а ю т до 
- 2 0 ° С , выпавшие кристаллы п р о м ы в а ю т х о л о д н ы м ацетоном и 
в ы с у ш и в а ю т . 
Х о д р а б о т ы . Л л я приготовления 40 мл 2 ,5%-ного геля сме­
ш и в а ю т 29,56 мл о с н о в н о г о буфера , 10 мл р а с т в о р а м о н о м е р о в , 
0,04 мл Т Е М Е Л , 0,4 мл п е р с у л ь ф а т а аммония (все р а с т в о р ы 
должны иметь к о м н а т н у ю т е м п е р а т у р у ) . Ч т о б ы п р е д о т в р а т и т ь 
сползание рыхлых гелей, т р у б к и для гелей з а к р ы в а ю т снизу 
целлофаном, который з а к р е п л я ю т с п о м о щ ь ю н а д е т о г о на т р у б -
ку резинового кольца. Г е л е о б р а з у ю щ у ю с м е с ь б ы с т р о залива­
ю т в трубки (по 2 мл) , с в е р х у о с т о р о ж н о н а с л а и в а ю т в о д у для 
формирования ровной п о в е р х н о с т и геля. Полимеризация закан­
чивается через 3 0 - 4 0 мин при комнатной т е м п е р а т у р е . Т р у б ­
ки устанавливают в п р и б о р е , з а л и в а ю т в э л е к т р о д н ы е камеры 
основной буфер и п р о в о д я т в течение 40 мин п р е д э л е к т р о ф о -
рез при плотности тока 10 мА на т р у б к у для удаления ката­
лизаторов полимеризации. Затем с н и ж а ю т п л о т н о с т ь тока до 
2 м А / т р у б к а и вносят на п о в е р х н о с т ь гелей под слой б у ф е р а по 
0,04 0,1 .мл препарата нуклеиновых кислот (1 м г / м л ) , растио -
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ренного в о с н о в н о м б у ф е р е , к о т о р ы й с о д е р ж и т 2 0 % с а х а р о з ы . 
Через 15 мин у в е л и ч и в а ю т п л о т н о с т ь т о к а д о 5 - 6 м А / т р у б к а . 
Электрофорез п р е к р а щ а ю т , к о г д а п о л о с а л и д и р у ю щ е г о к р а с и ­
теля приблизится к концу геля ( 2 - 3 ч ) . Гели в ы д у в а ю т из т р у ­
бок в пробирки с п о м о щ ь ю резиновой г р у ш и , надевая ее на т р у б ­
ку геля, 2 0 - 3 0 мин п р о м ы в а ю т в о д о й и д е н с и т о м е т р и р у ю т при 
2 6 0 - 2 8 0 нм. Д л я о к р а ш и в а н и я гели в ы м а ч и в а ю т 1 0 - 2 0 мин в 
7%-ной у к с у с н о й к и с л о т е , з а л и в а ю т на ночь к р а с и т е л е м , избы­
ток к о т о р о г о з а т е м м н о г о к р а т н о в течение о д н о г о - д в у х дней 
отмывают в о д о й . 
4 . 2 . 4 . Х р о м а т о г р а ф и я н у к л е и н о в ы х к и с л о т 
Нуклеиновые к и с л о т ы и нуклеопротеины м о ж н о фракциони­
ровать на к и з е л ь г у р о в ы х колонках с метилированным а л ь б у м и ­
ном ( М А К - х р о м а т о г р а ф и я ) . В о с н о в е разделения лежит элек­
т р о с т а т и ч е с к о е с в я з ы в а н и е нуклеиновых кислот ( б л а г о д а р я 
диссоциированным ф о с ф а т н ы м группам) с м е т и л и р о в а н н ы м аль ­
бумином, о с н о в н о с т ь к о т о р о г о повышена этерификацией кар­
боксильных групп белка в кислой с р е д е . Таким о б р а з о м , э т о 
разновидность и о н о о б м е н н о й х р о м а т о г р а ф и и на с л а б о м анио-
ните. С п о с о б связывания с матрицей мягкий и не п р и в о д и т к д е ­
струкции нуклеиновых к и с л о т . П р о ч н о с т ь связывания зависит 
от м о л е к у л я р н о й м а с с ы нуклеиновых кислот , их н у к л е о т и д н о г о 
состава , ч и с л а в о д о р о д н ы х связей между а з о т и с т ы м и о с н о в а н и ­
ями. П о с л е д о в а т е л ь н а я э л ю ц и я фракций нуклеиновых кислот с 
колонки д о с т и г а е т с я в о з р а с т а ю щ е й концентрацией х л о р и с т о г о 
натрия в з а б у ф е р е н н о й с р е д е , рН 6 , 7 - 7 , 4 . Т р а н с п о р т н ы е Р Н К 
выходят в 0,4 М р а с т в о р е N a C I , Д Н К — в 0,6 М р а с т в о р е , ри­
б о с о м а л ь н ы е и информационные Р Н К — в 0 , 7 5 - 0 , 8 5 М р а с т в о ­
ре. Д л я разделения у д о б н о и с п о л ь з о в а т ь препараты нуклеино­
вых кислот , п о л у ч е н н ы е м е т о д о м фенольной депротеинизации 
(см. 4 .2 .1 .2) . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я колонка 
д и а м е т р о м 1,2 - 1,5 см , в ы с о т о й 12 - 15 см ( с о о т н о ш е н и е диа­
мет ра и в ы с о т ы колонки м о ж е т в а р ь и р о в а т ь , что мало сказыва­
ется на р е з у л ь т а т а х разделения) , впаянная в стеклянную муфту 
с двумя о т в о д а м и для циркулирования воды из т е р м о с т а т а ; во ­
дяной и с у х о в о з д у ш н ы й т е р м о с т а т ы ; перистальтический н а с о с ; 
магнитная мешалка ; д в а химических стакана на 200 мл; силико­
новые т р у б к и ; а в т о м а т и ч е с к и й коллектор фракций; э к с и к а т о р . 
М е т и л и р о в а н н ы й а л ь б у м и н г о т о в я т с л е д у ю щ и м о б р а з о м : 
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0,5 г б ы ч ь е г о с ы в о р о т о ч н о г о а л ь б у м и н а с у с п е н д и р у ю т в 50 мл 
а б с о л ю т н о г о м е т а н о л а , приливг,ют 0,42 мл 12 н. НС1 и о ста ­
в л я ю т на т р о е с у т о к в т е р м о с т а т е при 25 - 30®С, периодически 
помешивал. При э т о м белок р а с т в о р я е т с я , а з а т е м вновь вы­
падает в о садок . О с а д о к м е т и л и р о в а н н о г о а л ь б у м и н а отделя­
ю т центрифугированием, д в а ж д ы п р о м ы в а ю т м е т а н о л о м и два­
ж д ы — д и э т и л о в ы м э ф и р о м . З а т е м в ы с у ш и в а ю т в эксикаторе 
над К О Н , р а с т и р а ю т в п о р о ш о к и хранят в с теклянном б ю к с е на 
х о л о д у в течение нескольких месяцев . К и з е л ь г у р марки '^Hyfio 
Superce l " (10 г ) о б ы ч н о п р о м ы в а ю т п о с л е д о в а т е л ь н о 100 мл 1 н. 
N a O H , 50 мл в о д ы , 50 мл 1 н. НС1, в о д о й до н е й т р а л ь н о й реакции 
и в ы с у ш и в а ю т в с у ш и л ь н о м шкафу. 
0,1 М, 0,2 М и 1,2 М N a C l в 50 м М н а т р и й - ф о с ф а т н о м буфе­
ре, рН 6,7 (1 ,4625 г или 2,925 г, или 17,550 г N a C l п л ю с 1,050 г 
N a 2 H P 0 4 • 2Н2О и 0,911 г N a H 2 P 0 4 • Н2О в 250 мл в о д н о г о рас­
т в о р а ) . 
Х о д р а б о т ы . Л л я заполнения колонки 5 г к и з е л ь г у р а суспен­
д и р у ю т в 25 мл ОД М N a C l в 50 м М ф о с ф а т н о м б у ф е р е , рН 6,7, 
кипятят в течение нескольких м и н у т для удаления пузырьков 
в о з д у х а из п о р н о с и т е л я , охлгьждают р а с т в о р и о с т о р о ж н о вли­
в а ю т , помешивая, 1,1 - 1,2 мл 1%-ного в о д н о г о р а с т в о р а метили­
рованного а л ь б у м и н а , д о б а в л я ю т еще 6 мл с о л е в о г о р а с т в о р а 
и о с т а в л я ю т в холодильнике на од:^н час . В л и в а ю т с у с п е н з и ю 
в колонку, в к о т о р у ю п р е д в а р и т е л ь н о налито 5 - 10 мл с о л е в о г о 
р а с т в о р а . С п у с к а ю т лишний р а с т в о р , о с т а в и в т о л ь к о не б о ль ­
шой с л о й ж и д к о с т и над п о в е р х н о с т ь ю к и з е л ь г у р а . Заполнен­
н у ю М А К колонку п р о м ы в а ю т 50 мл 0,1 М з а б у ф е р е н н о й с о ­
ли, затем 50 мл 0,2 М забуференной с о л и д л я удаления избытка 
метилированного а л ь б у м и н а , 2 - 4 мг нуклеиновых к и с л о т рас ­
т в о р я ю т в 2 0 - 4 0 мл 0,2 М N a C l в н а т р и й - ф о с ф а т н о м б у ф е р е и 
п р о п у с к а ю т через колонку с о с к о р о с т ь ю 2 - 4 м л / м и н . Затем 
п р о м ы в а ю т 20 мл т о г о же р а с т в о р а . Э л ю ц и ю п р о в о д я т р а с т в о ­
ром N a C l с н а р а с т а ю щ е й концентрацией в ф о с ф а т н о м буфере . 
Лля э т о г о и с п о л ь з у ю т одно из п р и с п о с о б л е н и й д л я создания ли­
нейного градиента концентрации ( с м . 2 .3) , в к л ю ч а ю щ е е д в а с о ­
о б щ а ю щ и х с я с о с у д а , м а г н и т н у ю мешалку , п е р и с т а л ь т и ч е с к и й 
н а с о с . В с о с у д - с м е с и т е л ь н а л и в а ю т 150 мл 0,2 М N a C l в фосфат ­
ном буфере , в резервуар — 150 мл 1,2 М з а б у ф е р е н н о г о р а с т в о р а 
N a C l . Э л ю ц и ю п р о в о д я т при 35^С с о с к о р о с т ь ю о к о л о 1 м л / м и н 
в течение 5 ч. Разделение при комнатной т е м п е р а т у р е менее 
четкое . Фракции э л ю а т а с о б и р а ю т в п р о б и р к и по 3 мл с по-
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мощью к о л л е к т о р а фракций. С о д е р ж а н и е н у к л е и н о в ы х к и с л о т 
определяют с п е к т р о ф о т о м е т р и ч е с к и по п о г л о щ е н и ю у л ь т р а ф и ­
олета (260 нм) . С п о м о щ ь ю р е ф р а к т о м е т р а м о ж н о определить 
концентрацию N a C I в о фракциях нуклеиновых к и с л о т . 
4 . 2 . 5 . А н а л и з н у к л е о т и д о в 
Нуклеотиды с о с т о я т из а з о т и с т о г о о с н о в а н и я ( п у р и н о в о г о 
или п и р и м и д и н о в о г о ) , п е н т о з ы ( р и б о з ы или д е з о к с и р и б о з ы ) , 
фосфатных г р у п п , В с в о б о д н о м с о с т о я н и и в клетке н а х о д я т с я 
рибонуклеотиды, а д е з о к с и р и б о н у к л е о т и д ы — т о л ь к о в с л е д о ­
вых к о л и ч е с т в а х . В н а и б о л ь ш и х к о л и ч е с т в а х с о д е р ж а т с я А Т Ф , 
АЛФ, У Л Ф - с а х а р а , У Л Ф , А М Ф , в наименьших — г у а н и д и н о в ы е 
и цитидиновые н у к л е о т и д ы , а также д и н у к л е о т и д ы Н А Л и 
НАЛФ. В с у м м е с о д е р ж а н и е н у к л е о т и д о в в растениях с о с т а в л я ­
ет 1 0 0 - 1 0 0 0 м к М в 1 кг с ы р о й м а с с ы ( 0 , 0 0 5 - 0 , 0 5 % ) . В м о л о д ы х 
тканях н у к л е о т и д о в б о л ь ш е , ч е м в старых. О б ы ч н о н у к л е о т и д ы 
выделяют с п о м о щ ь ю 5 ~ 1 0 % - н ы х р а с т в о р о в Т Х У или х л о р н о й 
кислоты. Л л я о ч и с т к и о т п р и м е с е й н у к л е о т и д ы с о р б и р у ю т ак­
тивированными у г л я м и , но э л ю и р о в а т ь с у г л я у д а е т с я т о л ь к о 
4 0 - 6 0 % н у к л е о т и д о в . Х о д фракционирования с и с п о л ь з о в а н и е м 
ионообменной х р о м а т о г р а ф и и на анионитах Л а у э к с 1 - 8 , 1 - 1 0 
приведен ниже. И н д и в и д у а л ь н ы е компоненты в х р о м а т о г р а ф и ­
ческих фракциях и д е н т и ф и ц и р у ю т с п о м о щ ь ю р а с п р е д е л и т е л ь ­
ной х р о м а т о г р а ф и и на б у м а г е . 
Оборудование и реактивы. Х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я колонка 
1 • 10 см , к о л л е к т о р фракций, х о л о д н а я камера , центрифуга с 
охлаждением, магнитная мешалка, д в а с о о б щ а ю щ и е с я цилин­
дрические с о с у д а на 300 мл ( с м . 2 .3) , с п е к т р о ф о т о м е т р . 
10%-ная HCIO4, 4 н. К О Н , 1 н. Н С О О Н , 4 н, Н С О О Н , 0,2 М 
H C O O N H 4 в 4 н. Н С О О Н , 0,4 М H C O O N H 4 в 4 н. Н С О О Н , 0,8 М 
H C O O N H 4 в 4 н. Н С О О Н , 25%-ный р а с т в о р аммиака . 
П р и г о т о в л е н и е и о н о о б м е н н о й колонки: 2 г Л а у э к с 1 • 8 или 
1 • 10 ( 2 0 0 - 4 0 0 М Е Ш ) с у с п е н д и р у ю т в в о д е и з а п о л н я ю т колон­
ку. П р о м ы в а ю т колонку 50 мл 2 н. НС1, затем в о д о й д о ней­
тральной реакции. П о с л е э т о г о п р о м ы в а ю т 2 М H C O O N a в 2 н. 
НСООН д о о т р и ц а т е л ь н о й реакции на С Г (с A g N O s ) в э л ю а т е . 
Затем п р о м ы в а ю т 20 мл 85%-ной Н С О О Н и д и с т и л л и р о в а н н о й 
водой д о н е й т р а л ь н о й реакции. Лля регенерации и с п о л ь з о в а н ­
н у ю колонку о б р а б а т ы в а ю т 2 н. N a O H , п р о м ы в а ю т в о д о й , 2 н. 
НС1, с н о в а в о д о й . Верхний потемневший с л о й з а м е н я ю т новым. 
Затем з а р я ж а ю т в ф о р м и а т н у ю ф о р м у , как описано выше. 
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Х о д р а б о т ы . 1 0 - 20 г фиксированной жидким а з о т о м или лио~ 
филизированной ткани 10 мин э к с т р а г и р у ю т на х о л о д у 20 .мл 
10%-ной НСЮ4, перемешивая с у с п е н з и ю с п о м о щ ь ю магнитной 
мешалки. Э к с т р а к т о т д е л я ю т центрифугированием 10 мин при 
10 тыс.^. О с а д о к еще раз э к с т р а г и р у ю т 10%-ной H C I O 4 . О б ъ ­
единенные э к с т р а к т ы п о д щ е л а ч и в а ю т х о л о д н о й 4 н. К О Н до 
рН 7. Выпавший о с а д о к о т д е л я ю т центрифугированием . Цен­
трифугат п р о п у с к а ю т через и о н о о б м е н н у ю колонку, устано­
вленную в х о л о д н о й камере . Затем колонку п р о м ы в а ю т водой 
до тех пор , пока оптическая п л о т н о с т ь р а с т в о р а при 260 нм не 
станет ниже 0,050. 
Таблица 4'2. П о г л о щ е н и е у л ь т р а ф и о л е т о в о г ^ о с в е т а н у к л е о -
т и д а м и п р и р Н 1 ,0 
Н у к л е о т и д ы О п т и ч е с к а я 
п л о т н о с т ь 
1 м М 
р а с т в о р а 
п р и 2 6 0 н м 
( с л о й 1 с м ) 
Л л и н а в о л н ы ( н м ) , п р и 
к о т о р о й о п т и ч е с к а я 
п л о т н о с т ь 
О т н о ш е н и е о п т и ч е с ­
к и х п л о т н о с т е й при 
р а з н ы х д л и н а х в о л н 
м а к с и ­
м а л ь н а я 
м и н и ­
м а л ь н а я 
•^250/260 £"270/260 
А д е н о з и н -
ф о с ф а т ы 
1 4 , 5 2 5 7 - 2 5 8 2 3 0 0 ,84 0 ,71 
Г у а н о з и н -
ф о с ф а т ы 
1 0 , 8 2 5 6 2 2 8 0 , 9 3 0 , 7 3 
У р и д и н -
ф о с ф а т ы 
1 0 , 0 2 6 1 - 2 6 2 230 0 ,76 0 , 8 7 
Ц и т и д и н -
фосфа т ы 
6 , 3 2 8 0 2 4 1 0 , 4 7 1 ,71 
Э л ю ц и ю нуклеотидов п р о в о д я т в экспоненциальном градиен­
те в формиатной с и с т е м е . В с м е с и т е л ь наливают 150 .мл воды. В 
резервуар , установленный над с м е с и т е л е м , н а л и в а ю т 300 мл 1 н. 
НСООН. С к о р о с т ь вытекания жидкости из с м е с и т е л я на колон­
ку должна быть уравновешена со с к о р о с т ь ю втекания ж и д к о с т и 
в с м е с и т е л ь из резервуара и со с к о р о с т ь ю э л ю ц и и (она с о с т а ­
вляет около 0,6 м л / м и н ) . К о г д а резервуар о п у с т е е т , в с м е с и ­
теле по-прежнему о с т а е т с я 150 мл жидкости . Э л ю ц и ю п р о д о л ­
ж а ю т , последовательно наливая в резервуар по 300 мл следу -
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ющих р а с т в о р о в : 4 н. Н С О О Н , 0,2 М HCOONH4 в 4 н. Н С О О Н , 
0,4 М HCOONH4 в 4 н. Н С О О Н , 0,8 М HCOONH4 в 4 н. Н С О О Н . 
Элюаты с о б и р а ю т фракциями по 5 мл и о п р е д е л я ю т их опти­
ческую п л о т н о с т ь при 260 нм. Разделение п р о д о л ж а е т с я о к о л о 
двух суток. Н у к л е о т и д ы в ы х о д я т из колонки в с л е д у ю щ е й по­
следовательности: Ц М Ф , А М Ф , Г М Ф , Н Л Ф , А Л Ф , У М Ф , А Л Ф , 
ГЛФ, УЛФ, Н Т Ф , А Т Ф , Г Т Ф , У Т Ф . М о г у т о б н а р у ж и в а т ь с я пи­
ки динуклеотидов , У Л Ф - с а х а р о в , д р у г и х производных нуклео ­
тидов. В п е р в о м п р и б л и ж е н и и пики .могут б ы т ь идентифици­
рованы по п о л о ж е н и ю на х р о м а т о г р а м м е . К р о м е т о г о , м о ж н о 
снять спектры п о г л о щ е н и я в диапазоне 2 2 0 - 3 1 0 нм и иденти­
фицировать а д е н о з и н о в ы е , гуанозиновые , цитидиновые и у р и -
диновые н у к л е о т и д ы по ф о р м е кривой поглощения у л ь т р а ф и о ­
лета, п о л о ж е н и ю на ней м и н и м у м о в и м а к с и м у м о в , о т н о ш е н и ю 
оптических п л о т н о с т е й -£'250/2601 -^270/2601 ' £ ' 2 8 0 / 2 6 0 
( табл . 4 .2 ) . П о ­
скольку у л ь т р а ф и о л е т о в о е поглощение с у щ е с т в е н н о з а в и с и т от 
рН раствора , т р е б у е т с я п о д в е с т и рН к 1,0 (или д р у г о й величине) 
с помощью 25%-ного а м м и а ч н о г о р а с т в о р а , не забыв при э т о м 
учесть изменение о б ъ е м а п р о б . 
Более т о ч н у ю идентификацию н у к л е о т и д о в можно о с у щ е ­
ствить п о с р е д с т в о м д а л ь н е й ш е г о х р о м а т о г р а ф и ч е с к о г о разде ­
ления фракций, н а п р и м е р , н и с х о д я щ е й бумажной х р о м а т о г р а ­
фией в с и с т е м е р а с т в о р и т е л е й этанол:1 М ацетат аммония, 
рН 7,5 (75:30, по о б ъ е м у ) . 
4 . 3 . У Г Л Е В О Д Ы 
Углеводы — э т о а л ь д е г и д е - и к е т о с п и р т ы , у которых не ме­
нее двух г и д р о к с и л ь н ы х групп. У г л е в о д ы , не г и д р о л и з у ю -
щиеся с о б р а з о в а н и е м д р у г и х у г л е в о д о в , называются м о н о с а ­
харидами. У г л е в о д ы , с п о с о б н ы е г и д р о л и з о в а т ь с я , н а з ы в а ю т ­
ся о л и г о с а х а р и д а м и или п о л и с а х а р и д а м и . В с о с т а в е олиго -
сахаридов 2 - 10 м о н о с а х а р и д н ы х о с т а т к о в . П о л и с а х а р и д ы — 
высокомолекулярные у г л е в о д ы с молекулярной м а с с о й от не­
скольких т ы с я ч д о сотен м и л л и о н о в . 
М о н о с а х а р и д ы д е л я т на нейтральные, с о д е р ж а щ и е только ги-
Дрокси;п>ные и к а р б о н и л ь н у ю группы, а м и н о с а х а р а , в к л ю ч а ю ­
щие еще и а м и н о г р у п п у , и кислые сахара , и м е ю щ и е в своем с о ­
ставе к а р б о к с и л ь н у ю группу ( у р о н о в ы е , альдоновые , а л ь д а р о -
вые к и с л о т ы ) . 
П о л и с а х а р и д ы высших растений представлены крахмалом, 
ц е л л ю л о з о й , г е м и ц е л л ю л о з а м и , пектиновыми веществами. Кра-
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хмал — основной запасной п о л и с а х а р и д . Э т о г о м о п о л и м е р , по­
с т р о е н н ы й из о с т а т к о в Л - г л ю к о з ы , связанных 1- '4 -а-гликозид-
ной с в я з ь ю . Его молекулярная м а с с а н а х о д и т с я в пределах от 
с о т е н т ы с я ч д о с отен м и л л и о н о в . Ц е л л ю л о з а (клетчатка) — 
линейный г о м о п о л и м е р , п о с т р о е н н ы й из о с т а т к о в Л-глюкозы, 
связанных 1 -4 - / ? - гликозидной с в я з ь ю . М о л е к у л я р н а я масса 
ц е л л ю л о з ы с о с т а в л я е т о т 200 т ы с . д о 2 млн. Э т о основной 
компонент клеточных стенок растений. Пектиновые вещества 
п о с т р о е н ы в о с н о в н о м из о с т а т к о в г а л а к т у р о н о в о й кислоты. В 
с о с т а в пектинов в х о д и т н е к о т о р о е к о л и ч е с т в о рамнозы, дру­
гих нейтральных С а х а р о в . М о л е к у л я р н а я м а с с а пектиновых ве­
щ е с т в в с р е д н е м с о с т а в л я е т 2 5 - 3 5 т ы с . Т е р м и н о м "гемицел-
л ю л о з ы " о б ъ е д и н е н ы все о с т а л ь н ы е м н о г о ч и с л е н н ы е линейные 
и разветвленные г о м о - и г е т е р о п о л и с а х а р и д ы , п о с т р о е н н ы е из 
д е с я т к о в и сотен о с т а т к о в гексоз и пентоз м о л е к у л я р н о й м а с с о й 
в десятки т ы с я ч . Э т о маннаны и галактаны ( г е к с о з а н ы ) , араба-
ны и ксиланы (пентозаны) , к с и л о г л ю к а н ы , арабиногалактаны, 
арабиноксиланы. 
У г л е в о д ы — основные о р г а н и ч е с к и е в е щ е с т в а растений. Их 
с о д е р ж а н и е с о с т а в л я е т 8 0 - 9 0 % с у х о й м а с с ы . С о о т н о ш е н и я раз­
личных групп у г л е в о д о в с у щ е с т в е н н о о т л и ч а ю т с я не т о л ь к о у 
разных растений, но и в разных ч а с т я х о д н о г о растения. На­
пример , С а х а р о в о с о б е н н о м н о г о в с о ч н ы х плодах и в корнепло­
дах ( 2 - 1 0 % с ы р о й м а с с ы ) . В одних растениях ( виноград ) они 
представлены в о с н о в н о м г л ю к о з о й , в д р у г и х ( а р б у з , г р у ш а ) — 
фруктозой , в т р е т ь и х (в с а х а р н о й свекле 2 0 % с ы р о й м а с с ы ) — 
с а х а р о з о й . С о д е р ж а н и е пектинов м о ж е т д о с т и г а т ь 2 0 % с у х о й 
м а с с ы (в п л о д а х ) , но о б ы ч н о с о с т а в л я е т несколько процентов . 
К р а х м а л а о с о б е н н о м н о г о в семенах з е р н о в ы х и з е р н о б о б о в ы х 
к у л ь т у р ( 6 0 - 8 0 % ) , в клубнях к а р т о ф е л я ( 1 2 - 2 2 % с ы р о й мас ­
с ы ) . Ц е л л ю л о з а п р е о б л а д а е т в в о л о к н а х хлопчатника ( 9 5 - 9 8 % ) 
и льна ( 8 0 - 9 0 % ) , в д р е в е с и н е ( 4 0 - 5 0 % ) , сене , с о л о м е ( 2 0 - 4 0 % ) . 
Лля разделения у г л е в о д о в и с п о л ь з у ю т различия в их р а с т в о ­
римости и в г и д р о л и з у е м о с т и п о д д е й с т в и е м к и с л о т и гликоли-
тических ферментов . О л и г о - и м о н о с а х а р и д ы д е л я т различны­
ми х р о м а т о г р а ф и ч е с к и м и м е т о д а м и . 
4 . 3 . 1 . Э к с т р а к ц и я и з р а с т е н и й ф р а к ц и й у г л е в о д о в 
С у щ е с т в у е т ряд м е т о д о в выделения и к о л и ч е с т в е н н о г о опре­
деления одной группы у г л е в о д о в из растений, о б о г а щ е н н ы х эти­
ми углеводами . Например , о ч и с т к а к а р т о ф е л ь н о ! о и птпенично-
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го крахмала, п о л у ч е н и е с а х а р о з ы из с а х а р н о й с в е к л ы , п е к т и н о в 
из жома с а х а р н о й с в е к л ы , ц е л л ю л о з ы из х л о п к о в ы х в о л о с к о в , 
пентозанов из с о л о м ы , В э т и х с л у ч а я х в с е о с т а л ь н ы е у г л е в о д ы 
представляются п р и м е с я м и , к о т о р ы е д о л ж н ы б ы т ь у д а л е н ы . В 
систематическом анализе м а к с и м а л ь н о п о л н о у ч и т ы в а ю т с я в с е 
углеводы. Д л я их р а з д е л е н и я п о л ь з у ю т с я различиями в р а с ­
творимости (в у с л о в и я х г и д р о л и з а у г л е в о д о в разных г р у п п ) , 
а также с п е ц и ф и ч е с к и м и реакциями с фенольными в е щ е с т в а м и , 
фелинговой ж и д к о с т ь ю , р а с т в о р о м иода и д р . 
П о л и с а х а р и д ы в о т л и ч и е о т м о н о - , ди- , т р и с а х а р и д о в не р а с ­
творяются в с п и р т е . П о э т о м у по многим с х е м а м анализа о т ­
деление м о н о - и о л и г о с а х а р и д о в п р о и с х о д и т в р е з у л ь т а т е пер ­
воначальной э к с т р а к ц и и ткани 8 0 ~ 8 5 % - н ы м э т и л о в ы м с п и р т о м . 
В холодной в о д е р а с т в о р я е т с я ч а с т ь пектиновых в е щ е с т в и не­
большое к о л и ч е с т в о г е м и ц е л л ю л о з (в п л о д а х д о 4 0 % от с у м м ы 
гемицеллюлоз ) . К р а х м а л р а с т в о р я е т с я и к л е й с т е р и з у е т с я при 
нагревании в в о д е д о 60 — Ю^С П р о т о п е к т и н ы в о с н о в н о м м о ­
гут быть извлечены кипячением в 0 , 5 - 1 % - н ы х р а с т в о р а х окса -
лата или ц и т р а т а аммония , при э т о м э к с т р а г и р у е т с я и р я д ге­
мицеллюлоз . О с н о в н а я фракция г е м и ц е л л ю л о з , а также ч а с т ь 
крахмала р а с т в о р я ю т с я в 5 - 1 0 % - н ы х щ е л о ч а х . Н е к о т о р ы е ге-
м и ц е л л ю л о з ы и п р о т о п е к т и н ы и з в л е к а ю т с я только п о с р е д с т в о м 
гидролиза в р а з б а в л е н н ы х к и с л о т а х . Ц е л л ю л о з а р а с т в о р я е т с я 
в концентрированной с е р н о й к и с л о т е , х р о м о в о й с м е с и , швейце-
ровом реактиве ( г и д р о к с и д меди в ам.миаке). 
Эффективным с п о с о б о м переведения п о л и с а х а р и д о в из ткани 
в р а с т в о р с л у ж и т их к и с л о т н ы й г и д р о л и з . Так , кипячением в 
течение 2 - 3 ч в 1 - 1 , 5 н. с о л я н о й или с е р н о й кислоте м о ж н о 
э к с т р а г и р о в а т ь к р а х м а л , г е м и ц е л л ю л о з ы , все пектиновые ве­
щества, ч а с т ь ц е л л ю л о з ы . При э т о м крахмал и г е м и ц е л л ю л о з ы 
г и д р о л и з у ю т с я . Б о л е е ж е с т к и е у с л о в и я т р е б у ю т с я для г и д р о ­
лиза пектиновых в е щ е с т в , п о э т о м у они м о г у т б ы т ь о с а ж д е н ы 
спиртом или а ц е т о н о м п о с л е кислотной экстракции. Ц е л л ю л о ­
за г и д р о л и з у е т с я в тех же у с л о в и я х , что и крахмал, и гемицел­
люлозы, но т о л ь к о п о с л е п р е д в а р и т е л ь н о г о р а с т в о р е н и я в кон­
центрированной с е р н о й кислоте . У г л е в о д ы из разных растений 
могут с и л ь н о о т л и ч а т ь с я по р а с т в о р и м о с т и и г и д р о л и з у е м о с т и 
не т о л ь к о в с л е д с т в и е различий в с о с т а в е данного п о л и с а х а р и ­
да, но и в з а в и с и м о с т и о т т о г о , какие п о л и с а х а р и д ы ему с о ­
п у т с т в у ю т и в како.м к о л и ч е с т в е . Э т о с л е д у е т у ч и т ы в а т ь даже 
при выделении с р а в н и т е л ь н о о д н о р о д н о г о по с о с т а в у крахма-
л а. С у щ е с т в е н н о р а з л и ч а ю т с я по р а с т в о р и м о с т и протопекти­
ны и о с о б е н н о г е м и ц е л л ю л о з ы . Н а п р и м е р , в н е к о т о р ы х плодах 
д о 4 0 % г е м и ц е л л ю л о з в о д о р а с т в о р и м ы , д о 8 0 % протопектина 
р а с т в о р я е т с я при кипячении в воде . Различные гемицеллюло -
зы можно разделить гельфильтрацией и и о н о о б м е н н о й хрома­
тографией на колонках; м о н о с а х а р и д ы , в х о д я щ и е в их с о с т а в , а 
также с в о б о д н ы е — с п о м о щ ь ю р а с п р е д е л и т е л ь н о й х р о м а т о г р а ­
фии. 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Э л е к т р о п л и т к а , водяная баня, 
центрифуга, центрифужные п р о б и р к и , ф а р ф о р о в ы е чащки, про­
бирки на 20 мл со щлифом и о б р а т н ы м в о з д у ш н ы м холодильни­
ком. 
9б%- и 82%'-ный э т а н о л , п е т р о л е й н ы й или д и э т и л о в ы й эфир, 
0,1 и. и 4 н. N a O H , 1 н., 2 н. и концентрированная H2SO4, 1%-ный 
оксалат аммония, 1%-ный р а с т в о р ^3-амилазы, концентрирован­
ная уксусная кислота . 
Х о д р а б о т ы . 0,5 г измельченных с д о б а в л е н и е м мела про­
р о с т к о в злаков з а л и в а ю т 5 мл г о р я ч е г о 96%-ного э т а н о л а и ки­
пятят на водяной бане 30 мин с о б р а т н ы м х о л о д и л ь н и к о м . Экс ­
тракт о с т о р о ж н о с л и в а ю т ч е р е з бумажный фильтр , с тараясь 
не перенести о садок , в ф а р ф о р о в у ю чашку , п о г р у ж е н н у ю в те­
п л у ю в о д я н у ю баню (40 - 50^С) в в ы т я ж н о м шкафу. О с т а т о к 
в п р о б и р к е з а л и в а ю т 5 мл 82%-ного э т а н о л а и э к с т р а г и р у ю т 
при с л а б о м кипении в течение 30 мин. Э к с т р а к т вновь слива­
ю т через фильтр в чашку, из к о т о р о й п р о и с х о д и т выпаривание 
спирта. Э к с т р а к ц и ю в ы п о л н я ю т еще д в а раза. Сгущенный до 
0 , 2 - 0 , 5 мл сироповидный э к с т р а к т р а с т в о р я ю т в 10 мл воды и 
в с т р я х и в а ю т несколько минут с 5 мл э ф и р а для экстракции хло­
рофилла и липидов. П о с л е разделения с л о е в о т с а с ы в а ю т слой 
эфира. О т б и р а ю т 1 мл в о д н о г о р а с т в о р а и р а з б а в л я ю т водой 
до 25 мл. В э т о м р а с т в о р е о п р е д е л я ю т гексозы по реакции с 
антроном. С в о б о д н ы е пентозы (их очень м а л о ) о п р е д е л я ю т по 
реакции с орцином в неразбавленном водном р а с т в о р е . О с т а т о к 
в пробирке п о д с у ш и в а ю т в вытяжном шкафу на водяной бане 
при 40 - 50^С, з а л и в а ю т 5 мл теплой в о д ы и э к с т р а г и р у ю т 1 ч 
при 40 —50^С на водяной бане р а с т в о р и м ы е пектины и очень не­
значительное количество г е м и ц е л л ю л о з . П е р е н о с я т суспензию 
в центрифужную пробирку и ц е н т р и ф у г и р у ю т 1 5 - 2 0 мин при 
10 тыс.^. Центрифугат с л и в а ю т в п р о б и р к у , а о с а д о к д в а раза 
п р о м ы в а ю т теплой водой (по 5 мл) с п о с л е д у ю щ и м центрифуги­
рованием. Объе.м объединенных цент рифу гатов д о в о д я т в о д о й 
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до 20 мл. К 5 мл в о д н о г о э к с т р а к т а п р и л и в а ю т 5 мл 0 ,1 н. N a O H 
и о с т а в л я ю т на ночь д л я о м ы л е н и я пектиновых в е щ е с т в . З а т е м 
подкисляют э к с т р а к т 1 - 2 каплями 2 н. с е р н о й к и с л о т ы , р а з б а ­
вляют в д в о е в о д о й и о п р е д е л я ю т к о л и ч е с т в о в о д о р а с т в о р и м ы х 
пектинов по реакции с к а р б а з о л о м . 
В о с т а т к е р а с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а г о р я ч е й в о д о й р а с т в о ­
ряют крахмал, Л л я э т о г о ткань в п р о б и р к е с у с п е н д и р у ю т в 
2 мл теплой в о д ы , в л и в а ю т в п р о б и р к у с 2 .мл кипящей в о д ы и 
5 мин п р о г р е в а ю т на в о д я н о й бане при 60 - 70°С. П о с л е о х л а ­
ждения р а с т в о р а д о 40*^0 в него в л и в а ю т 0,1 мл 1%-ного р а с ­
твора ;^-амилазы и о с т а в л я ю т при 37 — 40^С на ночь д л я ги­
дролиза к р а х м а л а д о м а л ь т о з ы . О т д е л я ю т э к с т р а к т о т о с т а т к а 
центрифугированием, о с т а т о к два - три раза п р о м ы в а ю т т е п л о й 
водой. О б ъ е м о б ъ е д и н е н н ы х ц е н т р и ф у г а т о в д о в о д я т в о д о й д о 
20 мл, затем к в о т у э т о г о р а с т в о р а р а з б а в л я ю т еще в 1 0 - 1 5 раз 
и о п р е д е л я ю т к р а х м а л по реакции с а н т р о н о м . 
Лля извлечения п р о т о п е к т и н а о с т а т о к п е р е н о с я т с 5 мл 
1%-ного о к с а л а т а в п р о б и р к у с о б р а т н ы м х о л о д и л ь н и к о м и ки­
пятят 30 мин на в о д я н о й бане . Э к с т р а к т о т д е л я ю т центрифу­
гированием, о с а д о к п р о м ы в а ю т 2 мл оксалата . О б ъ е д и н е н н ы е 
центрифугаты н е й т р а л и з у ю т 0,1 н. N a O H , затем п о д щ е л а ч и в а ­
ют равным о б ъ е м о м 0,1 н. N a O H и о с т а в л я ю т на ночь при ком­
натной т е м п е р а т у р е д л я омыления пектинов. К о л и ч е с т в о пек­
тинов о п р е д е л я ю т по реакции с к а р б а з о л о м п о с л е разбавления 
пробы в д в а раза . В о фракции протопектина м о ж е т оказать ­
ся н е к о т о р о е к о л и ч е с т в о г е м и ц е л л ю л о з , к о т о р ы е м о ж н о о п р е ­
делить о т д е л ь н о п о с л е к и с л о т н о г о гидролиза . 
О с н о в н а я фракция г е м и ц е л л ю л о з извлекается из о с т а т к а ще­
лочными р а с т в о р а м и , ч а щ е в с е г о п о с л е д о в а т е л ь н о 1 н. и 4 н. 
К О Н или N a O H . О с т а т о к п е р е н о с я т в пробирки на 5 мл и за­
ливают 5 мл 4 н. N a O H д о в е р х у , плотно з а к р ы в а ю т п р о б к о й 
и о с т а в л я ю т на 2 ч. Э к с т р а к т о т д е л я ю т центрифугированием , 
осадок п р о м ы в а ю т 1 мл щ е л о ч и . К объединенному центрифуга -
ту п р и л и в а ю т к о н ц е н т р и р о в а н н у ю у к с у с н у ю к и с л о т у д о у с т а н о ­
вления рН 4,5 и в л и в а ю т в е с ь о б ъ е м р а с т в о р а при помешивании 
в 3 о б ъ е м а ( п р и м е р н о 25 мл) 96%-ного э танола . Г е м и ц е л л ю л о з ы 
хлопьями в ы п а д а ю т в о с а д о к . Его о т д е л я ю т центрифугирова ­
нием, п р о м ы в а ю т 96%-ным э т а н о л о м , д и э т и л о в ы м э ф и р о м , под­
с у ш и в а ю т и г и д р о л и з у ю т кипячением 2 ч в 2 мл 1 и. H2SO4 с 
о б р а т н ы м х о л о д и л ь н и к о м на водяной бане. Г и д р о л и з а т в 100 
раз р а з б а в л я ю т в о д о й и о п р е д е л я ю т в нем гексозы с антроном , 
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п е н т о з ы — с орцином. 
О с т а т о к п р о м ы в а ю т 2 мл э т а н о л а , 2 мл э ф и р а , подсушива­
ю т на в о з д у х е и з а л и в а ю т 1,2 мл к о н ц е н т р и р о в а н н о й H2SO4 для 
растворения ц е л л ю л о з ы . Ч е р е з 3 ч п р и л и в а ю т 18 мл воды и ги­
д р о л и з у ю т 3 ч на кипящей в о д я н о й бане в п р о б и р к а х с о б р а т н ы м 
холодильником. К в о т у о х л а ж д е н н о г о г и д р о л и з а т а р а з б а в л я ю т 
в д в а - т р и раза в о д о й и о п р е д е л я ю т в нем к о л и ч е с т в о глюкозы 
по реакции с а н т р о н о м . 
4 .3 .2 . Количественное определение углеводов 
А л ь д е г и д о - и кетогруппы С а х а р о в легко о к и с л я ю т с я в ще­
лочной с р е д е . Э т о СВОЙСТВО и с п о л ь з у е т с я д л я количественного 
определения С а х а р о в в реакции с фелинговой ж и д к о с т ь ю ( с м е с ь 
медного к у п о р о с а с с е г н е т о в о й с о л ь ю в щ е л о ч н о й с р е д е ) , в ре­
зультате к о т о р о й выпадает о с а д о к закиси меди. В настоящее 
время с о д е р ж а н и е Сахаров значительно чаще о п р е д е л я ю т с по­
м о щ ь ю цветных реакций с фенольными в е щ е с т в а м и (фенол, ор -
цин, резорцин, к а р б а з о л и др . ) в концентрированных кислотах . 
П о д действием концентрированных к и с л о т с а х а р а о б р а з у ю т ци­
клические альдегиды — ф у р ф у р а л и , при конденсации к о т о р ы х 
с фенолами п о я в л я ю т с я окрашенные п р о д у к т ы . Н е к о т о р ы е из 
этих м е т о д о в приведены ниже. В с е б о л ь ш е е р а с п р о с т р а н е н и е 
п о л у ч а ю т энзиматические м е т о д ы , о т л и ч а ю щ и е с я б о л е е высо ­
кой с п е ц и ф и ч н о с т ь ю , чем химические . Н а п р и м е р , с одержание 
с а х а р о з ы о п р е д е л я ю т , г и д р о л и з у я ее инвертазой , а затем оки­
сляя г л ю к о з о о к с и д а з о й о с в о б о д и в ш у ю с я при г и д р о л и з е глюко ­
зу. При э т о м о б р а з у е т с я перекись в о д о р о д а , к о т о р а я в при­
с у т с т в и и пероксидазы окисляет о -дианизидин с о б р а з о в а н и е м 
окрашенного продукта . 
4 . 3 . 2 . 1 . О П Р Е Л В Л Б Н И Е С О Д Е Р Ж А Н И Я Г Е К С О З 
П О Р Е А К Ц И И С А Н Т Р О Н О М 
Э т и м м е т о д о м можно о п р е д е л и т ь с в о б о д н ы е гексозы и оли-
г о с а х а р а ( с а х а р о з у , рафинозу , м а л ь т о з у ) , к о т о р ы е легко гидро -
л и з у ю т с я в кислой реакционной с р е д е . К р а х м а л , ц е л л ю л о з у , 
гексозы г е м и ц е л л ю л о з в ы я в л я ю т п о с л е п р е д в а р и т е л ь н о г о ги­
дролиза . П р о д у к т ы превращения гексоз в с и л ь н о к и с л о й с р е д е 
(прежде всего о к с и м е т и л ф у р ф у р о л ) , в з а и м о д е й с т в у я с антро ­
ном, о к р а ш и в а ю т р а с т в о р в сине-зеленый цвет с максимумо.м 
поглощения при 260 нм. Реакции мешает с о д е р ж а н и е в с р е д е 
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большого к о л и ч е с т в а б е л к о в . Белки из э к с т р а к т а м о ж н о п р е д ­
варительно о с а д и т ь , д о б а в и в равные о б ъ е м ы 5%-ного Z n S 0 4 и 
0,3 н. В а ( 0 Н ) 2 д о у с т а н о в л е н и я в э к с т р а к т е рН 8,2. 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . С п е к т р о ф о т о м е т р , э л е к т р о ­
плитка, п р о б и р к и на 20 мл , пипетки. 
А н т р о н о в ы й р е а к т и в : 150 м г а н т р о н а р а с т в о р я ю т при н а г р е ­
вании в 100 мл р а з б а в л е н н о й с е р н о й к и с л о т ы (750 мл концен­
трированной х .ч . H 2 S O 4 , 300 мл в о д ы ) . А н т р о н л у ч ш е пере ­
к р и с т а л л и з о в а т ь из с м е с и б е н з о л а с п е т р о л е й н ы м э ф и р о м ( 3 : 1 ) . 
Р а с т в о р л у ч ш е г о т о в и т ь в день у п о т р е б л е н и я , м о ж н о х р а н и т ь в 
холодильнике в т е м н о т е не б о л е е недели. 5 н N a O H . 
Х о д р а б о т ы . К 0 , 1 - 0 , 5 мл в о д н о й п р о б ы ( с л а б о к и с л о й , с л а ­
б о щ е л о ч н о й , н е й т р а л ь н о й ) , с о д е р ж а щ е й 5 - 5 0 мкг Сахаров , при­
лить 3 мл а н т р о н о в о г о реактива . Если реакцию п р о в о д и т ь при 
25 — 27^С в т е ч е н и е 1 , 5 - 2 ч , т о окрашивание д а е т т о л ь к о фрук­
тоза ( с в о б о д н а я или о б р а з о в а в ш а я с я в р е з у л ь т а т е г и д р о л и з а 
с а х а р о з ы , инулина, рафинозы) и в меньшей степени д р у г а я ке-
т о г е к с о з а — с о р б о з а . П р и нагревании реакционной с м е с и на ки­
пящей в о д я н о й бане в течение 15 мин р е а г и р у ю т и д р у г и е гек­
созы : г л ю к о з а , г а л а к т о з а , манноза, рамноза , фукоза . Р е а к ц и ю 
п р е к р а щ а ю т , п о г р у ж а я п р о б и р к и в о х л а ж д е н н у ю в о д у или в 
снег. И з м е р я ю т э к с т и н ц и ю при 620 нм п р о т и в к о н т р о л ь н о й п р о ­
бы. П о л ь з у ю т с я к а л и б р о в о ч н о й кривой, п о с т р о е н н о й по г л ю к о ­
зе, ф р у к т о з е , с а х а р о з е или иному с а х а р у , к о т о р ы й п р е д п о л а ­
г а ю т о п р е д е л я т ь (например , в х р о м а т о г р а ф и ч е с к о й фракции) . 
По у д е л ь н о й экстинкций в этой реакции с а х а р а несколько о т ­
л и ч а ю т с я д р у г о т д р у г а . 50 мкг с а х а р а в п р о б е о б ъ е м о м 0,1 мл 
д а ю т с л е д у ю щ у ю э к с т и н к ц и ю ( т о л щ и н а к ю в е т ы 1 с м ) реакцион­
ной с р е д ы : ф р у к т о з а — 0 , 6 1 (0,58 при комнатной т е м п е р а т у р е ) , 
с о р б о з а — 0,45, г л ю к о з а — 0,60, манноза — 0 , 3 1 , г а л а к т о з а — 0 , 3 6 , 
рамноза — 0,58, фукоза — 0,58. 
В с п и р т о в о й вытяжке многих растений о с н о в н ы е с а х а р а — 
э т о г л ю к о з а , ф р у к т о з а и с а х а р о з а . М о ж н о о п р е д е л и т ь с о д е р ­
жание к а ж д о г о из них в с м е с и , п о л ь з у я с ь а н т р о н о в ы м м е т о д о м . 
С у м м а р н у ю ф р у к т о з у о п р е д е л я ю т , п р о в о д я реакцию при ком­
натной т е м п е р а т у р е . Ф р у к т о з у с а х а р о з ы о п р е д е л я ю т , разру­
шив п р е д в а р и т е л ь н о с в о б о д н у ю фруктозу . Д л я э т о г о к 1 мл 
водной п р о б ы п р и л и в а ю т 0,1 мл 5 н. N a O H и кипятят 10 мин. З а ­
тем п р о в о д я т р е а к ц и ю с а н т р о н о м при комнатной т е м п е р а т у р е . 
П р о в е д я реакцию при в ы с о к о й т е м п е р а т у р е , о п р е д е л я ю т с у м м у 
фруктозы и г л ю к о з ы , как и с х о д н о с в о б о д н ы х , так и о б р а з о в а в -
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шихся в результате г и д р о л и з а с а х а р о з ы . С о д е р ж а н и е г л ю к о ­
зы легко в ы ч и с л и т ь , отняв от полученной с у м м а р н о й величи­
ны вклад в поглощение с у м м а р н о й фруктозы , а также глюкозы, 
о с в о б о д и в щ е й с я из с а х а р о з ы . 
Пример расчета. E i при в ы с о к о й т е м п е р а т у р е = 0 , 7 6 1 , Е2 
при комнатной т е м п е р а т у р е = О, 318, Е^ при комнатной темпера­
т у р е ( п о с л е щ е л о ч н о г о г и д р о л и з а с в о б о д н о й фруктозы) = О, 222. 
Ез по к а л и б р о в о ч н о й кривой с о о т в е т с т в у е т 34,4 мкг саха­
розы в п р о б е . Е2 по к а л и б р о в о ч н о й кривой с о о т в е т с т в у е т 
27,4 мкг с у м м а р н о й фруктозы. Если от с у м м а р н о й фрукто­
зы отнять фруктозу с а х а р о з ы , п о л у ч и м с в о б о д н у ю фруктозу : 
34 ,4 : 2 : 0 ,9 = 1 9 , 1 (мкг ) , 2 7 , 4 - 1 9 , 1 = 8 ,3 (мкг с в о б о д н о й 
фруктозы) . По к а л и б р о в о ч н о м у графику н а х о д и м значения ко­
эффициентов экстинкции для 8,3 мкг фруктозы и 34,4 мкг саха­
розы при в ы с о к о й т е м п е р а т у р е . Э т и значения отнимаем о т E i : 
О, 761 - 0 , 1 0 1 - 0 , 4 6 2 = 0 ,198 , что с о о т в е т с т в у е т 16,5 мкг глюкозы 
в п р о б е ( о б ы ч н о в 0,1 мл) . 
4 . 3 . 2 . 2 . О П Р Е Л Е Л Е Н И Е К О Л И Ч Е С Т В А П Е И Т О З 
П О Р Е А К Ц И И С О Р Ц И Н О М ( С М . 4 . 2 . 2 . 4 . ) 
4 . 3 . 2 . 3 . О П Р Е Л Е Л Е Н И Е К О Л И Ч Е С Т В А Г Е К С У Р О Н О В Ы Х К И С Л О Т 
П О Р Е А К Ц И И С К А Р Б А З О Л О М 
К а р б а з о л ь н а я реакция в с ерной кислоте — у д о б н ы й и ч а с т о 
применяемый м е т о д количественного определения г е к с у р о н о -
вых кислот . Э т о т м е т о д т р е б у е т нагревания у г л е в о д а в кон­
центрированной ( 7 0 - 8 0 % ) серной кислоте до прибавления ре­
агента. При э т о м п р о и с х о д и т г и д р о л и з п о л и у р о н и д о в д о у р о -
новых кислот и превращение последних в п р о и з в о д н ы е фурфу­
рола. Л о б а в л е н и е к а р б а з о л ь н о г о реагента приводит к окращи-
ванию р а с т в о р а в розовый цвет с м а к с и м у м о м поглощения при 
520 нм. 
Оборудование и реактивы. С п е к т р о ф о т о м е т р , э л е к т р о ­
плитка, водяная баня, пробирки на 20 мл, пипетки. 
Карбазольный реагент: 150 мг п е р е к р и с т а л л и з о в а н н о г о из 
т о л у о л а к а р б а з о л а р а с т в о р я ю т в 100 мл очищенного э т а н о л а . 
Лля получения очищенного э т а н о л а кипятят 24 ч с о б р а т н ы м 
холодильником 1 л э т а н о л а с 4 г цинковой пыли и 4 мл 50%-ной 
H2SO4. С п и р т перегоняют . Перегонку п о в т о р я ю т , д о б а в и в по 
4 г цинковой пыли и К О Н на 1 л спирта . Концентрированная 
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H2SO4 ( х .ч . ) , 1 М в о д н ы й р а с т в о р N a 2 B 4 0 7 • Ю Н 2 О , 4 М в о д ­
ный р а с т в о р с у л ь ф а м а т а а м м о н и я или калия ( м о ж н о г о т о в и т ь 
из с у л ь ф а м и н о в о й к и с л о т ы , р а с т в о р я я ее в в о д е д о б а в л е н и е м 
КОН в т а б л е т к а х ) . С т а н д а р т н ы й р а с т в о р для п о с т р о е н и я кали­
бровочной к р и в о й г о т о в я т , р а с т в о р я я 10 мг м о н о г и д р а т а галак-
туроновой к и с л о т ы в 100 мл 0,1 н. H2SO4 (100 м к г / м л ) . 
Х о д работы. К 0,8 мл р а с т в о р а Сахаров ( 5 - 7 0 м к г / м л ) при­
ливают по 0 ,1 мл р а с т в о р о в с у л ь ф а м а т а и б о р а т а . П р о б и р к и 
с п р о б а м и п о м е щ а ю т в л е д я н у ю б а н ю и п р и л и в а ю т 5 мл о х л а ­
жденной к о н ц е н т р и р о в а н н о й H 2 S O 4 , п е р е м е щ и в а ю т и ч е р е з не­
сколько м и н у т п е р е н о с я т на 8 - 1 0 мин в кипящую в о д я н у ю ба ­
ню. Затем п р о б и р к и вновь п е р е н о с я т в л е д я н у ю в о д у и п о с л е 
охлаждения с м е с и д о комнатной т е м п е р а т у р ы д о б а в л я ю т 0,2 мл 
0,15%-ного к а р б а з о л а в э т а н о л е . Вновь переносят п р о б и р к и в 
кипящую в о д у на 10 мин. З а т е м о х л а ж д а ю т их в ледяной в о д е 
до комнатной т е м п е р а т у р ы и и з м е р я ю т о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь 
р а с т в о р а при 520 нм п р о т и в к о н т р о л ь н о й п р о б ы , не с о д е р ж а щ е й 
С а х а р о в . К о л и ч е с т в о у р о н о в ы х кислот в ы ч и с л я ю т , п о л ь з у я с ь 
калибровочной кривой , п о с т р о е н н о й для г а л а к т у р о н о в о й кисло ­
ты в диапазоне концентраций м о н о г и д р а т а г а л а к т у р о н о в о й ки­
слоты 5 ~ б 0 м к г / м л (для п е р е с ч е т а на ангидрокислоту^ нужно 
умножить к о л и ч е с т в о м о н о г и д р а т а на 0,83) . Б о р а т и о с о б е н н о 
сульфамат у в е л и ч и в а ю т специфичность реакции к у р о н о в ы м ки­
слотам, с в о д я п р а к т и ч е с к и к н у л ю реактивность г л ю к о з ы , .ман-
нозы, галактозы . 
4 .3 .3 . Х р о м а т о г р а ф и я сахароз. 
Разделение Сахаров 
распределительной хроматографией на бумаге 
М е т о д о б ы ч н о и с п о л ь з у ю т для б о л е е детальной характери­
стики с п и р т о р а с т в о р и м о й (моно - , о л и г о с а х а р и д ы ) и щ е л о ч е р а с -
творимой ( г е м и ц е л л ю л о з ы ) фракций у г л е в о д о в . С о с т а в геми­
целлюлоз а н а л и з и р у е т с я п о с л е к и с л о т н о г о гидролиза ( см . 4.3.1.) 
и осаждения с у л ь ф а т а с п о м о щ ь ю 10%-ной В а ( 0 И ) 2 д о нейтраль ­
ной реакции. 
Оборудование и реактивы. К а м е р а для нисходящей распре ­
делительной х р о м а т о г р а ф и и на бу.маге, х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я 
бумага " б ы с т р а я * ' , п у л ь в е р и з а т о р . 
П р о я в и т е л ь : 1 г K M n O / j , 2 г N a ^ C O a в 100 мл водного р а с т в о ­
ра. Р а с т в о р и т е л ь : п -бутанол : уксусная кислота : вода (4 :1 :5 ) , 
в с т р я х и в а т ь 10 мин в д е л и т е л ь н о й BopoifKe, и спользовать верх-
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н ю ю фазу. 1%-ные р а с т в о р ы с л е д у ю щ и х Сахаров : г л ю к о з ы , ри­
бозы , рафинозы, с а х а р о з ы , м а л ь т о з ы , лактозы, к с и л о з ы , араби-
нозы, фруктозы, галактозы. 
Х о д р а б о т ы . И с с л е д у е м ы й р а с т в о р , с о д е р ж а щ и й 0 , 5 - 1 % 
с м е с и Сахаров, наносят в к о л и ч е с т в е 2 0 - 4 0 мкл на с т а р т о в у ю 
линию за несколько п р и е м о в , каждый раз п о д с у ш и в а я пятно , 
д и а м е т р к о т о р о г о должен с о с т а в л я т ь 5 - 6 мм. К р о м е т о г о , на­
носят по 10 мкл стандартных р а с т в о р о в С а х а р о в . В одну точку 
можно в н о с и т ь р а с т в о р только о д н о г о с а х а р а л и б о г р у п п ы Са­
х а р о в , м а к с и м а л ь н о р а з л и ч а ю щ и х с я м е ж д у с о б о й по R f в дан­
ном р а с т в о р и т е л е . Например , м о ж н о о б ъ е д и н и т ь рафинозу и 
г л ю к о з у с р и б о з о й , лактозу и г а л а к т о з у с к с и л о з о й и т .д. В 
описанном р а с т в о р и т е л е с а х а р а и м е ю т с л е д у ю щ и е R f . 
Р&финозА — 0 , 0 5 
Л а к т о з а — 0 , 0 8 
М а л ь т о з а — 0 , 1 1 
С а х & р о з а — 0 , 1 4 
Г а л а к т о з а — 0 , 1 6 
Г л ю к о з а — 0 , 1 8 
М а н н о з а — 0 , 2 0 
А р а б и н о з а — 0 , 2 2 
Ф р у к т о з а — 0 , 2 3 
К с и л о з а — 0 , 2 5 
Р и б о з а — 0 , 3 1 
Разделение п р о в о д я т т р е х к р а т н ы м п р о п у с к а н и е м р а с т в о р и ­
теля через х р о м а т о г р а ф и ч е с к у ю б у м а г у , каждый раз п о д с у ш и ­
вая х р о м а т о г р а м м у . С а х а р а п р о я в л я ю т , о п р ы с к и в а я п о д с у ш е н ­
н у ю б у м а г у р а с т в о р о м перманганата . Х р о м а т о г р а м м у с у ш а т 
при комнатной т е м п е р а т у р е . С а х а р а п р о я в л я ю т с я в виде жел­
тых пятен на п у р п у р н о м фоне, п о л о ж е н и е пятен с р а з у с л е д у е т 
о т м е т и т ь карандашом. Д л я к о л и ч е с т в е н н о г о определения Са­
х а р о в в пятнах о к р а ш и в а ю т т о л ь к о б о к о в у ю п о л о с к у х р о м а т о ­
г р а м м ы . Неокрашенные зоны н а р е з а ю т и э к с т р а г и р у ю т в о д о й . 
С о д е р ж а н и е пентоз о п р е д е л я ю т с орцином, г е к с о з — с антроном . 
К а л и б р о в к у п р о в о д я т по тому с а х а р у , к о т о р ы й н а х о д и т с я в зо ­
не 
4 . 4 . О Р Г А Н И Ч Е С К И Е К И С Л О Т Ы 
Растения о т л и ч а ю т с я высоким с о д е р ж а н и е м органических 
кислот , они и м е ю т с я во всех органах и тканях, В плодах о с о б е н ­
но много органических кислот в с в о б о д н о й ф о р м е . В листьях 
с о д е р ж а т с я нейтральные и кислые с о л и о р г а н и ч е с к и х кислот . 
С в о б о д н ы е кислоты и м е ю т с я в листьях щавеля , ревеня, сукку­
лентов. Растения разных видов с у щ е с т в е н н о о т л и ч а ю т с я по со­
ставу и количеству органических кислот , с о д е р ж а н и е которых 
в а р ь и р у е т от долей процента д о 4 0 % на с у х у ю м а с с у . Н а и б о л е е 
ч а с т о в с т р е ч а ю т с я я б л о ч н а я , лимонная и щавелевая к и с л о т ы . 
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Органические кислоты— п р о д у к т ы н е п о л н о г о окисления у г л е ­
водов — о б р а з у ю т с я г л а в н ы м о б р а з о м в п р о ц е с с е д ы х а н и я (цикл 
Кребса , г л и о к с и л а т н ы й цикл) , я в л я ю т с я п р е д ш е с т в е н н и к а м и 
аминокислот и ж и р о в . Они о б у с л о в л и в а ю т б у ф е р н ы е с в о й с т в а 
клеточного с о к а , у ч а с т в у ю т в п е р е н о с е и о н о в , м о г у т и с п о л ь з о ­
ваться как и с т о ч н и к и э н е р г и и . 
С о д е р ж а н и е о р г а н и ч е с к и х к и с л о т изменяется с р о с т о м и раз ­
витием растения и з а в и с и т о т м и н е р а л ь н о г о питания, т е м п е р а ­
туры, времени с у т о к , степени з р е л о с т и п л о д о в . О п р е д е л е н и е 
количества и с о с т а в а о р г а н и ч е с к и х к и с л о т имеет б о л ь ш о е прак­
тическое значение д л я селекционных и с с л е д о в а н и й и с о в е р ш е н ­
ствования с п о с о б о в в ы р а щ и в а н и я с е л ь с к о х о з я й с т в е н н ы х куль­
тур . 
4 . 4 . 1 , Э к с т р а к ц и я кислот из растительного материала 
и определение содержания органических и м и н е р а л ь н ы х , 
с в о б о д н ы х и связанных кислот 
Приведенные ниже м е т о д ы к а ч е с т в е н н о г о и к о л и ч е с т в е н н о г о 
анализа о р г а н и ч е с к и х к и с л о т р а з р а б о т а н ы в нашей с т р а н е на 
кафедре ф и з и о л о г и и и б и о х и м и и Л е н и н г р а д с к о г о у н и в е р с и т е т а 
проф. С . В . С о л д а т е н к о в ы м и Т . А . М а з у р о в о й (1971) . 
4 . 4 . 1 . 1 . В Ы Д Е Л Е Н И Е О Р Г А Н И Ч Е С К И Х К И С Л О Т 
О р г а н и ч е с к и е к и с л о т ы м о ж н о э к с т р а г и р о в а т ь в о д о й и эфи­
ром из с в е ж и х , з а м о р о ж е н н ы х и высушенных тканей. Э к с т р а к ­
ция э ф и р о м д л и т е л ь н а , т р е б у е т п р е д в а р и т е л ь н о г о подкисления 
материала м и н е р а л ь н о й к и с л о т о й для п е р е в о д а органических 
кислот из с о л е й в с в о б о д н о е с о с т о я н и е . Л о с т о и н с т в о м м е т о д а 
является т о , ч т о в эфирный э к с т р а к т не п е р е х о д я т с а х а р а и ми­
неральные к и с л о т ы . О д н а к о н е к о т о р ы е органические к и с л о т ы 
с т р у д о м р а с т в о р я ю т с я в эфире , и их к о л и ч е с т в о оказывается 
несколько заниженным. 
Лля о п р е д е л е н и я органических кислот растительный мате ­
риал ф и к с и р у ю т в с у ш и л ь н о м шкафу при 120*С в течение 15 -
20 мин и з а т е м д о с у ш и в а ю т при 60 - 70*^С до постоянного веса . 
В ы с у ш и в а н и е при комнатной т е м п е р а т у р е ведет к п о т е р е о р г а ­
нических к и с л о т при дыхании. 
З д е с ь р а с с м а т р и в а е т с я м е т о д извлечения органических ки­
слот из в о з д у ш н о - с у х о й растительной ткани нагретой водой . 
Оборудование . С у ш и л ь н ы й шкаф, водяная баня, конические 
колбы, м е р н ы е цилиндры. 
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Х о д р а б о т ы . С у х о й растительный м а т е р и а л и з м е л ь ч а ю т 
при п о м о щ и э л е к т р и ч е с к о й мельницы и п р о с е и в а ю т ч е р е з сито с 
р а з м е р о м о т в е р с т и й 0,25 с м . 4 г с у х о й ткани п о м е щ а ю т в т е р м о ­
с т о й к у ю к о л б у о б ъ е м о м 300 мл и з а л и в а ю т д и с т и л л и р о в а н н о й 
в о д о й , нагретой д о 50^С, на 3 /4 о б ъ е м а . С о о т н о щ е н и е с у х о ­
го м а т е р и а л а и в о д ы при экстракции м о ж е т с о с т а в л я т ь от 1:30 
д о 1:100. При с о о т н о ш е н и я х 1:30, 1:50 н е о б х о д и м а двукратная 
экстракция, при б о л ь ш о м о б ъ е м е ж и д к о с т и д о с т а т о ч н о экстра ­
г и р о в а т ь материал один раз . Э к с т р а к ц и ю п р о в о д я т в течение 
1 ч на водяной бане при 7 0 - 8 0 ° С , ч а с т о п о м е ш и в а я с о д е р ж и м о е 
колбы. З а т е м его о х л а ж д а ю т , п е р е н о с я т в мерный цилиндр и 
п р и л и в а ю т в о д у д о определенного о б ъ е м а . Э к с т р а к т фильтру­
ю т через с к л а д ч а т ы й фильтр , и з м е р я ю т о б ъ е м фильтрата . В 
ходе экстракции из ткани и з в л е к а ю т с я в о д о р а с т в о р и м ы е веиде-
ства , в том числе органические и неорганические кислоты , не 
извлекается кальциевая с о л ь щавелевой к и с л о т ы . 
4 . 4 . 1 . 2 , О П Р Б Л Е Л Е Н И Е С О Л Е Р Ж А Н И Я 
Р А З Л И Ч Н Ы Х Ф Р А К Ц И Й К И С Л О Т 
С о д е р ж а н и е кислот о п р е д е л я ю т т и т р о в а н и е м щ е л о ч ь ю . 
Фракцию органических кислот в ы д е л я ю т , п о л у ч а я б а р и е в ы е с о ­
ли и о с а ж д а я их 60%-ным спиртом . В с в о б о д н о е с о с т о я н и е ки­
с л о т ы п е р е в о д я т с п о м о щ ь ю к а т и о н о о б м е н н о й с м о л ы . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Ц е н т р и ф у г а на 5-8 т ы с . о б / м и н , 
водяная баня, ф а р ф о р о в ы е чашки, к о л б ы конические , колбы 
мерные. 
0,1 н. титрованный р а с т в о р N a O H , 0,1 н. р а с т в о р В а ( 0 Н ) 2 , 
0,1%-ный фенолфталеин, к а т и о н о о б м е н н ы е с м о л ы КУ-1 или К У -
2. П е р е д использованием с м о л у п р о с е и в а ю т ч е р е з д в а сита с 
размером о т в е р с т и й 1 мм и 0,5 мм. С о б и р а ю т фракцию тех ча­
стиц, к о т о р ы е п р о с е и в а ю т с я через п е р в о е с и т о ( р а з м е р о т в е р ­
стий 1 мм) и о с т а ю т с я на в т о р о м . Ч а с т и ц ы крупнее 1 мм рас­
т и р а ю т в ф а р ф о р о в о й ступке и вновь п р о с е и в а ю т . 40 г с у х о й 
с м о л ы о т м у ч и в а ю т в д е с я т и к р а т н о м о б ъ е м е д и с т и л л и р о в а н н о й 
воды до тех пор , пока н а д о с а д о ч н а я ж и д к о с т ь не станет про­
зрачной. С м о л у з а л и в а ю т новой порцией в о д ы и о с т а в л я ю т на 
3 ч для набухания при п е р и о д и ч е с к о м помешивании. Н а б у х ­
ш у ю с м о л у переносят в колонку С а м у э л ь с о н а , на дно которой 
положена стеклянная вата. П о с л е наполнения колонки с м о л у 
у п л о т н я ю т стеклянной палочкой. На одну с т а н д а р т н у ю колонку 
р а с х о д у е т с я о к о л о 20 г с м о л ы . Лля удаления ни.зкомолекуляр-
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ных примесей с м о л у о б р а б а т ы в а ю т щ е л о ч ь ю . Ч е р е з колонку 
пропускают 1 5 0 - 2 0 0 мл 5%-ного р а с т в о р а N a O H с о с к о р о с т ь ю 
1 ,5 -2 ,5 мл в м и н у т у . З а т е м катионит о т м ы в а ю т в о д о й д о ней­
тральной реакции и п е р е в о д я т его в Н"'"-форму п р о п у с к а н и е м 
7%-ной с о л я н о й к и с л о т ы . О б р а б о т к у к и с л о т о й п р е к р а щ а ю т , ко ­
гда ее концентрация на в ы х о д е из колонки равна и с х о д н о й . Д а ­
лее колонку с о с м о л о й о т м ы в а ю т д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й д о 
нейтральной реакции п р о м ы в н о й жидкости . Д о с т а т о ч н о п р о п у ­
стить ч е р е з колонку д в е порции волы: 200 и 100 мл. 
Х о д р а б о т ы . О п р е д е л я ю т т и т р у е м у ю к и с л о т н о с т ь в о д н о ­
го экстракта , с о о т в е т с т в у ю щ у ю с о д е р ж а н и ю с в о б о д н ы х к и с л о т . 
Лве п р о б ы по 50 мл т и т р у ю т 0,1 н. N a O H с д о б а в л е н и е м не­
скольких капель ОД%-ного фенолфталеина д о появления р о з о ­
вого окращивания . 
Содержание свободных кислот р а с с ч и т ы в а ю т по ф о р м у л а м : 
^ _ 0 , 1 / а , . К , / • а, • t/p Q. 
50 ' ^ ' = ^ 0 — ^ ^ ' ^ 1 = н - - ^ ° ° ' 
г д е / — п о п р а в к а к т и т р у 0,1 н. щелочи; a i — о б ъ е м 0,1 н. N a O H , 
пошедщий на т и т р о в а н и е 50 мл экстракта ; V o — и с х о д н ы й о б ъ ­
ем э к с т р а к т а ; Н — н а в е с к а р а с т и т е л ь н о г о материала ( м г ) ; К — 
пересчетный коэффициент я б л о ч н о й кислоты — т и т р 0 ,1 н. ще­
лочи по я б л о ч н о й к и с л о т е (он р а с с ч и т ы в а е т с я как произведе ­
ние м и л л и г р а м м - э к в и в а л е н т а кислоты на н о р м а л ь н о с т ь щ е л о ­
чи и равен 6,7 м г ) ; С ь Qi, Xi — с о д е р ж а н и е с в о б о д н ы х кислот , 
м и л л и г р а м м - э к в и в а л е н т ы , р а с ч е т на я б л о ч н у ю кислоту ( м г ) , 
проценты от с у х о й м а с с ы с о о т в е т с т в е н н о . 
Н е й т р а л и з о в а н н ы е п р о б ы о б ъ е д и н я ю т с о с тальным фильтра ­
том. 
Б о л ь ш а я ч а с т ь к и с л о т в тканях растений уравновешена ( свя ­
зана) о д н о - и д в у х в а л е н т н ы м и катионами. Лля получения из 
солей с в о б о д н ы х к и с л о т и с п о л ь з у ю т катионообменные с м о л ы 
КУ-1 или К У - 2 . К а т и о н и т К У - 2 позволяет удалить из рас ­
твора не т о л ь к о катионы, но и аминокислоты. Э к с т р а к т п р о ­
п у с к а ю т ч е р е з колонку с о с м о л о й в Н'*'-форме со с к о р о с т ь ю 
1 , 5 - 2 , 5 м л / м и н . З а т е м колонку п р о м ы в а ю т т р е м я порциями 
воды по 70 мл, Э л ю а т о б ъ е д и н я ю т с д в у м я порциями п р о м ы в ­
ных вод . Т р е т ь ю п о р ц и ю н е й т р а л и з у ю т щ е л о ч ь ю , ч т о б ы про ­
к о н т р о л и р о в а т ь п о л н о т у в ы х о д а кислот . Из э к с т р а к т а б е р у т 
две п р о б ы по 50 мл и н е й т р а л и з у ю т 0,1 н. р а с т в о р о м В а ( 0 Н ) 2 
по фенолфталеину . По р а с ч е т у н е й т р а л и з у ю т о с т а л ь н о й о б ъ ­
ем э л ю а т а . Л а л е е р а с т в о р н а г р е в а ю т до кипения и п р о в е р я ю т 
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рН по у н и в е р с а л ь н о м у б у м а ж н о м у индикатору , если н е о б х о д и ­
мо д о б а в л я ю т б а р и т . В о с а д о к в ы п а д а ю т б а р и е в ы е с о л и с е р ­
ной, фосфорной и щ а в е л е в о й кислот . 
В ы ч и с л я ю т общее содержание кислот в навеске ткани: 
0 , 1 / 6 , Уо / б , К . , , СоЛ- Qo,„ , , 
где / — поправка к т и т р у 0,1 н. В а ( 0 Н ) 2 ; 6 i — о б ъ е м 0,1 н. 
В а ( 0 Н ) 2 , пошедший на т и т р о в а н и е э л ю а т а ; Vo — и с х о д н ы й о б ъ ­
ем водного э к с т р а к т а ; о б ъ е м э к с т р а к т а п о с л е фильтро ­
вания; Со, Qo, ^0 — о б щ е е с о д е р ж а н и е к и с л о т , м и л л и г р а м м -
эквиваленты, п е р е с ч е т на я б л о ч н у ю к и с л о т у , п р о ц е н т ы на су ­
х у ю м а с с у с о о т в е т с т в е н н о . 
Содержание кислот, находящихся в связанном состоянии, т .е . 
в форме солей , р а с с ч и т ы в а ю т как разницу м е ж д у о б щ и м с о д е р ­
жанием кислот и к о л и ч е с т в о м с в о б о д н ы х к и с л о т ; (^2 = Со - С ь 
П о с л е выпадения в о с а д о к минеральных с о л е й с е р н о й и фос ­
форной кислот о п р е д е л я ю т с о д е р ж а н и е о р г а н и ч е с к и х кислот . 
О с а д о к бариевых с о л е й у д а л я ю т ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м всего 
охлажденного р а с т в о р а в течение 15 мин при 1-2 тыс .у . Из­
м е р я ю т о б ъ е м центрифугата , с о д е р ж а щ и й в о с н о в н о м барие ­
вые соли органических кислот . 50 мл ц е н т р и ф у г а т а пропуска ­
ю т через колонку с катионитом в Н"*'-форме. К о л о н к у о т м ы в а ю т 
тремя порциями в о д ы по 70 мл. О б ъ е д и н е н н ы й э л ю а т нейтра­
л и з у ю т 0,1 н. б а р и т о м и о т б р а с ы в а ю т . Р а с с ч и т ы в а ю т коли­
ч е с т в о барита , к о т о р о е п о ш л о бы на т и т р о в а н и е в с е г о о б ъ е м а 
центрифугата , и о п р е д е л я ю т содержание органических кислот в 
навеске и с с л е д у е м о г о м а т е р и а л а по формула.м: 
где 62 — о б ъ е м 0,1 н. В а ( 0 Н ) 2 , пошедший на т и т р о в а н и е 50 мл 
центрифугата ; V2 — о б ъ е м центрифугата ; Сз, <Эз, А"з — с о д е р ­
жание органических кислот , м и л л и г р а м м - э к в и в а л е н т ы , милли­
г р а м м ы я б л о ч н о й к и с л о т ы , проценты на с у х у ю м а с с у с о о т в е т ­
ственно . О с т а л ь н ы е обозначения указаны выше. П о л у ч е н н ы е 
величины приблизительны, так как не у ч и т ы в а е т с я с о д е р ж а щ а ­
яся в р а с т в о р е азотная кислота . 
По разности о б щ е г о с одержания кислот и к о л и ч е с т в а орга ­
нических кислот о п р е д е л я ю т содержание минеральных кислот: 
С4 = Со - Сз . 
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Далее б а р и е в ы е с о л и о р г а н и ч е с к и х к и с л о т о с а ж д а ю т э т и л о ­
вым с п и р т о м . О с т а в ш и й с я ц е н т р и ф у г а т с г у щ а ю т в ы п а р и в а н и е м 
в ф а р ф о р о в о й ч а ш к е на в о д я н о й бане д о тех п о р , пока о б ъ е м не 
уменьшится д о 2 5 - 3 0 мл. Р а с т в о р о р г а н и ч е с к и х к и с л о т п е р е ­
носят в м е р н ы й цилиндр с п р и т е р т о й п р о б к о й , д о в о д я т о б ъ е м 
раствора д о 37 мл в о д о й и д о б а в л я ю т э т и л о в ы й с п и р т д о 100 мл 
(конечная к о н ц е н т р а ц и я с п и р т а 6 0 % ) . Р а с т в о р т щ а т е л ь н о п е р е ­
мешивают и о с т а в л я ю т на ночь . Е с л и на н е й т р а л и з а ц и ю в с е г о 
экстракта п о ш л о б о л е е 100 мл В а ( 0 Н ) 2 , т о р а с т в о р о р г а н и ч е ­
ских к и с л о т с г у щ а ю т , д о в о д я т его о б ъ е м д о 74 мл и д о б а в л я ю т 
спирт д о 200 мл . П р и э т о м о с а ж д а ю т с я с о л и ди- и т р и к а р б о -
новых к и с л о т (на 9 5 - 9 8 % ) . О с а д о к о т д е л я ю т ц е н т р и ф у г и р о в а ­
нием в течение 10 мин при 2 - 3 тысд. В р а с т в о р е о с т а ю т с я ба ­
риевые с о л и а з о т н о й к и с л о т ы , п о л и о к с и к и с л о т , н е к о т о р ы х д р у ­
гих кислот , а т а к ж е н е э л е к т р о л и т ы . О с а д о к п р о м ы в а ю т 15 мл 
60%-ного э т а н о л а и вновь ц е н т р и ф у г и р у ю т . П р о м ы в к у п р о в о ­
дят дважды. О с а д о к п е р е н о с я т в к о л б у Э р л е н м е й е р а на 500 мл 
и п р и л и в а ю т 2 5 0 - 3 0 0 мл г о р я ч е й в о д ы д л я р а с т в о р е н и я о с а д ­
ка. Р а с т в о р н а г р е в а ю т д о кипения, н е р а с т в о р и в ш у ю с я ч а с т ь 
осадка о т ф и л ь т р о в ы в а ю т . О х л а ж д е н н ы й ф и л ь т р а т п р о п у с к а ю т 
через колонку с к а т и о н и т о м в Н'^-форме. Колонку п р о м ы в а ю т 
тремя п о р ц и я м и в о д ы по 70 мл. Д в е первые порции п р и с о е д и ­
няют к э л ю а т у , т р е т ь ю н е й т р а л и з у ю т щ е л о ч ь ю д л я п р о в е р к и 
полноты в ы х о д а к и с л о т . Р а с т в о р к и с л о т у п а р и в а ю т п о д ваку­
умом или в ф а р ф о р о в о й чашке на водяной бане д о тех п о р пока 
о б ъ е м не у м е н ь ш и т с я д о 8 0 - 9 0 мл и п е р е н о с я т в м е р н у ю к о л б у 
на 100 мл. Д о в о д я т о б ъ е м д о метки и о п р е д е л я ю т с о д е р ж а н и е 
ДИ- и т р и к а р б о н о в ы х кислот . О т б и р а ю т две п р о б ы по 10 мл и 
т и т р у ю т 0,1 н. N a O H . В ы ч и с л я ю т содержание ди- и трикарбо­
новых кислот в и с х о д н о й навеске : 
где а2 — о б ъ е м 0,1 и. N a O H , пошедщий на т и т р о в а н и е 10 мл 
п р о б ы ; п — п е р е с ч е т на в е с ь о б ъ е м р а с т в о р а ди- и т р и к а р б о н о ­
вых к и с л о т ( з д е с ь он равен 10); C s , Qs. ^ 5 — с о д е р ж а н и е ди- и 
т р и к а р б о н о в ы х к и с л о т , миллиграмм-эквиваленты , м и л л и г р а м ­
мы я б л о ч н о й к и с л о т ы , проценты на с у х у ю м а с с у с о о т в е т с т в е н ­
но. О с т а л ь н ы е о б о з н а ч е н и я указаны выше. 
По р а з н о с т и с о д е р ж а н и я органических кислот и к о л и ч е с т в а 
Д И - и т р и к а р б о н о в ы х к и с л о т в ы ч и с л я ю т содержание фракции ки-
149 
слот, бариевые соли которых не осаждаются 60%-ным спиртом: 
4-4 .2 . Разделение органических кислот 
методами хроматографии на бумаге и в тонком слое 
С о в р е м е н н ы е исследования органических кислот в ы п о л н я ю т ­
ся с применением х р о м а т о г р а ф и ч е с к и х м е т о д о в . О с о б о е значе­
ние п р и о б р е л а р а с п р е д е л и т е л ь н а я х р о м а т о г р а ф и я на б у м а г е и 
в тонком слое , п о з в о л я ю щ а я качественно разделить и надежно 
идентифицировать р а з н о о б р а з н ы е органические соединения. 
4 . 4 . 2 . 1 . Р А З Д Е Л Е Н И Е И К О Л И Ч Е С Т В Е Н Н О Е О П Р Е Д Е Л Е Н И Е Л И -
И Т Р И К А Р В О Н О В Ы Х К И С Л О Т 
С П О М О Щ Ь Ю Х Р О М А Т О Г Р А Ф И И Н А Б У М А Г Е 
Э к с т р а к т ди- и т р и к а р б о н о в ы х кислот , р а с т в о р ы свидетелей 
наносят на п о л о с ы бумаги и п р о и з в о д я т разделение в в о с х о д я ­
щем токе органических р а с т в о р и т е л е й . Х р о м а т о г р а м м ы про­
я в л я ю т б р о м ф е н о л о в ы м синим. 
Оборудование и реактивы. Т е п л о в е н т и л я т о р ы , х р о м а т о ­
скоп, х р о м а т о г р а ф и ч е с к и е камеры, б у м а г а " Л е н и н г р а д с к а я М " 
(медленная) или " Л е н и н г р а д с к а я С " ( с р е д н я я ) , стеклянные ка­
пилляры, сушильный и вытяжной шкаф, вакуумный н а с о с (во ­
д о с т р у й н ы й ) . 
0,02 н. и 0,05 н. р а с т в о р ы N a O H , 7%-ный р а с т в о р H C I . Рас ­
т в о р ы свидетелей : г о т о в я т 0,2 М водные р а с т в о р ы я б л о ч н о й , 
ли.монной, винной, м а л о н о в о й , янтарной и ф у м а р о в о й кислот в 
о б ъ е м е 2 мл, а также с м е с ь свидетелей , сливая в м е с т е по 1 мл 
0,4 М р а с т в о р а каждой кислоты . 
Б у т и л о в ы й р а с т в о р и т е л ь : н -бутанол , м у р а в ь и н а я кислота , 
вода (18 :2 :9 ) . Компоненты р а с т в о р и т е л я н а л и в а ю т в делитель­
ную воронку , начиная с воды, з а к р ы в а ю т п р и т е р т о й пробкой и 
в с т р я х и в а ю т 30 мин. С м е с ь о с т а в л я ю т на ночь для расслоения , 
и с п о л ь з у ю т верхний с л о й , с о д е р ж а щ и й б у т а н о л и м у р а в ь и н у ю 
кислоту . 
Эфирный р а с т в о р и т е л ь : д и э т и л о в ы й э ф и р , м у р а в ь и н а я кис­
лота, вода (18:5 :9) . Компоненты в л и в а ю т в д е л и т е л ь н у ю ворон­
ку и в с т р я х и в а ю т 30 мин, приоткрывая кран воронки , ч т о б ы вы­
пустить пары эфира и выровнять давление . И с п о л ь з у ю т верх­
ний слой, о т д е л я ю щ и й с я через 1 - 1,5 ч. 
Этиловый р а с т в о р и т е л ь : н - б у т а н о л , э танол , м у р а в ь и н а я ки­
слота (5 :1 :4 ) , Т е х н и к а п р и г о т о в л е н и я та же. Р а с т в о р и т е л ь рас ­
слаивается ч е р е з н е д е л ю , и с п о л ь з у е т с я верхний слой . 
Х о д р а б о т ы . С т а н д а р т н ы е л и с т ы х р о м а т о г р а ф и ч е с к о й б у ­
маги р а з р е з а ю т по х о д у в о л о к о н на п о л о с ы шириной 13 см и 
длиной, с о о т в е т с т в у ю щ е й в ы с о т е камеры. На р а с с т о я н и и 2,5 см 
от нижнего края п р о с т ы м к а р а н д а п ю м п р о в о д я т с т а р т о в у ю ли­
нию. Р а с т в о р ы о р г а н и ч е с к и х кислот наносят тонким капилля­
ром отдельными пятнами д л я качественной х р о м а т о г р а м м ы или 
сплошной линией пятен ш и р и н о й около 5 мм для к о л и ч е с т в е н ­
ной х р о м а т о г р а м м ы . Н а н е с е н и е капель в ы п о л н я ю т пять раз. 
На один л и с т бу.маги для к о л и ч е с т в е н н о г о анализа р а с х о д у ю т 
7 - 8 мг кислот . 
Камерой д л я х р о м а т о г р а ф и и м о ж е т с л у ж и т ь стеклянный с о ­
суд д и а м е т р о м не менее 16 с м и в ы с о т о й не б о л е е 40 с м , с н а б ­
женный стеклянной крышкой или пришлифованной пластинкой . 
Могут б ы т ь и с п о л ь з о в а н ы д в а с о с у д а в ы с о т о й 30 см . Верхний 
служит крышкой нижнего , по линии их соприкосновения накле­
ивают и з о л я ц и о н н у ю ленту . В нижнем с о с у д е п р о с в е р л и в а ю т 
отверстие для резиновой п р о б к и , в него в с т а в л я ю т и з о г н у т у ю 
т о л с т о с т е н н у ю т р у б к у , на к о т о р о й п о д в е ш и в а ю т л и с т ы б у м а г и . 
На в ы с т у п а ю щ и й из камеры конец т р у б к и н а д е в а ю т з а т в о р Бун­
з е н а — р е з и н о в у ю т р у б к у с п р о д о л ь н ы м разрезом 0,5 см , закры­
т у ю с н а р у ж н о г о конца к о р о т к о й стеклянной палочкой . Х р о м а ­
тограммы п о д в е ш и в а ю т в камере на горизонтальной ч а с т и с те ­
клянной т р у б к и так, ч т о б ы они немного не д о с т а в а л и до дна 
сосуда . К а м е р ы у с т а н а в л и в а ю т в вытяжном шкафу на ночь . 
В ы б о р р а с т в о р и т е л я з а в и с и т о т с о с т а в а кислот и с с л е д у е м о г о 
объекта . Я б л о ч н а я и ли.монная к и с л о т ы х о р о ш о р а з д е л я ю т с я в 
эфирном и э т и л о в о м р а с т в о р и т е л я х и не р а з д е л я ю т с я в б у т и л о ­
вом. В б у т и л о в о м р а с т в о р и т е л е х о р о ш о д е л я т с я высокоподвиж­
ные к и с л о т ы : м а л о н о в а я , янтарная , аконитовая. Т е м п е р а т у р а 
в камере не д о л ж н а п р е в ы ш а т ь 20^С, оптимальная т е м п е р а т у ­
р а ^ 1 2 - 14^С. 
Лалее х р о м а т о г р а м м ы п р о я в л я ю т и и д е н т и ф и ц и р у ю т кисло ­
ты с п о м о щ ь ю с л е д у ю щ и х универсальных и специфических рас ­
творителей . 
1. Неспецифическим п р о я в и т е л е м для кислот с л у ж и т индика­
тор б р о м ф е н о л о в ы й синий в концентрации 0 ,05%, 0,1 г индика­
т о р а р а с т и р а ю т в ф а р ф о р о в о й ступке с 1,5 мл 0,1 н. N a O H д о 
полного р а с т в о р е н и я и р а з б а в л я ю т водой д о 200 мл. Х р о м а т о -
г р а м м ы о п р ы с к и в а ю т из п у л ь в е р и з а т о р а . К и с л о т ы п р о я в л я ю т ­
ся в виде ж е л т ы х пятен на синем фоне. К о н т у р ы пятен о б в о д я т 
карандашом и р а с с ч и т ы в а ю т R f . П е р е д п р о я в л е н и е м х р о м ато ­
г р а м м с л е д у е т п р о в е р и т ь , п о л н о с т ь ю ли у л е т у ч и л а с ь муравьи­
ная кислота . Л л я э т о г о на б у м а г у , выше линии ф р о н т а наносят 
каплю б р о м ф е н о л о в о г о синего . Е с л и есть с л е д ы к и с л о т ы , пятно 
желтеет . 
Непроявленные х р о м а т о г р а м м ы п р о с м а т р и в а ю т в ультрафи­
о л е т о в о м свете на п р и б о р е типа " Х р о м а т о с к о п " . Непредельные 
кислоты п р о я в л я ю т с я в виде темных пятен, н е к о т о р ы е алифати­
ческие предельные к и с л о т ы д а ю т г о л у б о е с в е ч е н и е , ароматиче ­
с к и е — ж е л т о е . 
2. Опрыскивание х р о м а т о г р а м м 0,5%-ным в о д н ы м р а с т в о р о м 
метаванадата аммония N H 4 V O 3 (при п р и г о т о в л е н и и не следует 
нагревать ) п о з в о л я е т о б н а р у ж и т ь я р к о - о р а н ж е в о е пятно винной 
кислоты на ж е л т о м фоне, б е л о е пятно с ж е л т о й с е р е д и н о й хин­
ной кислоты, я р к о - г о л у б о е пятно а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы , серое 
пятно с ж е л т о й серединой г л ю к о н о в о й к и с л о т ы , я р к о - б е л о е пят­
но ф о с ф о р н о й к и с л о т ы , б е л о е пятно лимонной и с е р о - г о л у б о е 
я б л о ч н о й кислоты. 
3. П о с л е опрыскивания х р о м а т о г р а м м ы 1%-ным водным рас­
т в о р о м х л о р н о г о железа и в ы с у ш и в а н и я п р о я в л я ю т с я ярко-
белое пятно ф о с ф о р н о й кислоты , р о з о в ы е пятна янтарной , ако­
нитовой и ф у м а р о в о й . 
4. 4%-ный р а с т в о р н - д и м е т и л а м и н о б е н з а л ь д е г и д а в уксус ­
ном ангидриде и с п о л ь з у ю т с в е ж е п р и г о т о в л е н н ы м с д о б а в л е ­
нием к р и с т а л л а у к с у с н о к и с л о г о натрия . П о с л е опрыскивания 
аконитовая к и с л о т а д а е т р о з о в о - к р а с н о е пятно , малоновая — 
зеленое , я б л о ч н а я — с в е т л о - ж е л т о е , в и н н а я — к р а с н о - о р а н ж е в о е , 
л и м о н н а я — п у р п у р н о - к р а с н о е , а - к е т о г л у т а р о в а я — р о з о в а т о -
красное , гиппуровая — о р а н ж е в о е пятно . 
Проведя идентификацию к и с л о т на качественных х р о м а т о -
граммах , п р и с т у п а ю т к анализу к и с л о т на к о л и ч е с т в е н н ы х х р о -
м а т о г р а м м а х . Вертикально , на расстоянии 5 мм о т краев бу­
маги капилляром наносят две п о л о с ы б р о м ф е н о л о в о г о синего . 
В зонах нахождения кислот индикатор о к р а ш и в а е т с я в желтым 
цвет. Зоны о ч е р ч и в а ю т карандашом от о д н о г о края х р о м а т о ­
г р а м м ы д о д р у г о г о и и д е н т и ф и ц и р у ю т их, с о п о с т а в л я я с каче-
ствен}1ыми хроматогра .ммами. П о л о с к и с индикаторо.м отреза ­
ю т и в ы б р а с ы в а ю т . О б ъ е д и н я ю т зоны одной к и с л о т ы с двух 
хроматограм.м, р а з р е з а ю т их на мелкие полоски и п е р е н о с я т в 
конические т е р м о с т о й к и е к о л б ы на 100 мл. Н а л и в а ю т по 15 мл 
воды и п р о в о д я т э к с т р а к ц и ю к и с л о т при нагревании на плитке 
до кипения, п о м е ш и в а я стеклянной палочкой . С о д е р ж и м о е ка­
ждой к о л б ы п е р е н о с я т в н е б о л ь ш у ю б ю х н е р о в с к у ю воронку и 
ф и л ь т р у ю т в с п е ц и а л ь н у ю п р о б и р к у с о т в о д н о й т р у б к о й , при­
соединенной к н а с о с у . Э л ю ц и ю п р о в о д я т т р е м я порциями в о д ы 
по 15 мл. Э л ю а т ы о б ъ е д и н я ю т и д о в о д я т их о б ъ е м в о д о й д о 
50 мл. Э л ю а т д е л я т на д в е п р о б ы по 25 мл и т и т р у ю т 0,02 н. 
N a O H по фенолфталеину . П о л н о т а извлечения к и с л о т из бума­
ги д о с т и г а е т 9 8 % , п о г р е ш н о с т ь м е т о д а 2 - 5 % . 
С у м м и р у я о б ъ е м щ е л о ч и , и з р а с х о д о в а н н ы й на нейтрализа­
цию каждой к и с л о т ы , р а с с ч и т ы в а ю т в процентах д о л ю щелочи , 
п р и х о д я щ у ю с я на о п р е д е л е н н у ю к и с л о т у . С о о т н о ш е н и е кислот 
при х р о м а т о г р а ф и р о в а н и и не меняется , и, зная о б ъ е м 0,1 н. ще­
лочи, п о ш е д ш и й на т и т р о в а н и е с у м м а р н о й фракции ди- и три­
карбоновых к и с л о т , в ы ч и с л я ю т о б ъ е м 0,1 н. N a O H , приходя ­
щийся на к а ж д у ю к и с л о т у в и с х о д н о й навеске . О п р е д е л я ю т с о ­
держание к и с л о т в м и л л и г р а м м а х , у м н о ж а я с о о т в е т с т в у ю щ и й 
о б ъ е м 0 ,1 н. щ е л о ч и на п е р е с ч е т н ы й коэффициент для каждой 
кислоты. К о л и ч е с т в о о п р е д е л е н н о й к и с л о т ы м о ж е т б ы т ь рас ­
считано в м и л л и г р а м м - э к в и в а л е н т а х , в процентах на с у х о й вес , 
в процентах о т с у м м ы ди- и т р и к а р б о н о в ы х кислот , о т количе­
ства о р г а н и ч е с к и х к и с л о т и о т о б щ е г о содержания кислот . 
4 . 4 . 2 . 2 . Р А З Л Е Л Е Н И Е О Р Г А Н И Ч Е С К И Х К И С Л О Т 
В Т О Н К О М С Л О Е 
Л л я разделения органических к и с л о т и с п о л ь з у ю т пластинки 
" С и л у ф о л УФ-254" ( Ч е х о с л о в а к и я ) . С о р б е н т о м с л у ж и т силика­
гель, закрепленный на к р а х м а л е . П е р е д использованием пла­
стинки а к т и в и р у ю т при 150''С 1,5 ч. 
Х о д р а б о т ы . Н а р а с с т о я н и и 2,5 см от края пластинки мяг­
ким к а р а н д а ш о м п р о в о д я т линию с т а р т а , Лля качественного 
разделения н а н о с я т капилляром пятно (5 капель) р а с т в о р а сме ­
си кислот с в и д е т е л е й и пятно и с с л е д у е м о г о р а с т в о р а ди- и три­
карбоновых к и с л о т , Л л я к о л и ч е с т в е н н о г о определения наносят 
сплошной р я д пятен, в каждом по 5 капель р а с т в о р а кислот . 
Разделение п р о в о д я т в р а с т в о р и т е л е с л е д у ю щ е г о с о с т а в а : н-
бутанол , э т а н о л , муравьиная кислота (5 :1 :4 ) . Х р о м а т о г р а ф и ч е ­
ская камера с крышкой д о л ж н а б ы т ь предварительно насыщена 
парами р а с т в о р и т е л я (его приготовление описано выше) . Пла­
стинки п о м е щ а ю т в камеру наклонно, п о г р у ж а я в р а с т в о р и т е л ь 
1 Гл^ 
на 1 - 1,5 см , камеру з а к р ы в а ю т пришлифованной крышкой. Раз­
деление п р о д о л ж а е т с я 3 5 - 5 0 мин. П л а с т и н ы в ы н и м а ю т из ка­
м е р ы , о т м е ч а ю т линию фронта , в ы с у ш и в а ю т феном в вытяжном 
шкафу и о с т а в л я ю т там на 2 - 3 ч , затем сутки в ы д е р ж и в а ю т на 
в о з д у х е д о полного удаления р а с т в о р и т е л я . Л а л е е качествен­
н у ю х р о м а т о г р а м м у о п р ы с к и в а ю т 0,05%-ным р а с т в о р о м бром­
фенолового синего и по п о л о ж е н и ю пятен с в и д е т е л е й иденти­
фицируют к и с л о т ы о п ы т н о г о о б р а з ц а . На пластинах , предна­
значенных для к о л и ч е с т в е н н о г о анализа, капилляром наносят 
сплошной ряд пятен индикатора в е р т и к а л ь н о , в 3 - 4 мм от кра­
ев. О б в о д я т зоны кислот . У ч а с т к и с и н д и к а т о р о м о т р е з а ю т . 
О с т о р о ж н о в ы р е з а ю т и о б ъ е д и н я ю т аналогичные зоны с двух 
пластин. П о л о с к и с к и с л о т а м и п о м е щ а ю т вертикально в кони­
ческие колбы на 100 мл и с п о м о ш ь ю шпателя и г о р я ч е й воды 
с м ы в а ю т слой силикагеля . В к о л б ы д о б а в л я ю т 3 капли фенол­
фталеина и т и т р у ю т 0,05 н. р а с т в о р о м N a O H д о я р к о - р о з о в о й 
окраски. 
По результатам т и т р о в а н и я р а с с ч и т ы в а ю т к о л и ч е с т в о ки­
с л о т ( см . 4.4.2.1.) . 
4 .4 .3 . Количественное определение некоторых кислот 
нехроматографическими методами 
В физиологических , б и о х и м и ч е с к и х и селекционных и с с л е д о ­
ваниях растений ч а с т о возникает н е о б х о д и м о с т ь в получении 
данных о содержании определенных органических кислот . Ни­
же приводятся н е к о т о р ы е широко применяемые м е т о д ы количе­
ственного анализа этих соединений. 
4 . 4 . 3 . 1 . Щ А В Е Л Е В А Я К И С Л О Т А 
В плодах и ягодах с о д е р ж а т с я главным о б р а з о м кислые и 
нейтральные р а с т в о р и м ы е с о л и щавелевой к и с л о т ы и с л а б о р а с ­
творимая кальциевая с о л ь , к о т о р а я м о ж е т о т к л а д ы в а т ь с я в виде 
кристаллов . В с в о б о д н о й ф о р м е ихавелевая кислота н а х о д и т с я 
в с тарых листьях щавеля , шпината, свеклы и черешках ревеня. 
П р и н ц и п м е т о д а . Ш а в е л е в у ю к и с л о т у о с а ж д а ю т хлори­
с т ы м кальцием. О с а д о к о к с а л а т а кальция р а с т в о р я ю т серной 
кислотой и п е р е ш е д ш у ю в р а с т в о р щ а в е л е в у ю кислоту т и т р у ­
ю т перманганатом калия: 
5 H 2 C , 0 4 - f 2 K M n 0 4 4-3H2S04 ^ 10(Ю,-b2MnS044 - 2 K 2 S O 4 + 8П,0 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Н а с т о л ь н а я центрифуга , в о д я ­
ная баня, м е р н ы е ц и л л и н д р ы , конические к о л б ы . 
10%-ный р а с т в о р H 2 S O 4 , аммиак , борная кислота , 0,1 н. рас ­
твор КМПО4, 1%-ный р а с т в о р A g N O a . 
Реактив д л я о с а ж д е н и я щ а в е л е в о й к и с л о т ы : 25 г СаС12 рас ­
творяют в н е б о л ь ш о м к о л и ч е с т в е в о д ы в мерной к о л б е на 500 мл, 
объем р а с т в о р а д о в о д я т д о метки 50%-ной у к с у с н о й к исло то й 
(раствор 1 ) ; 330 г у к с у с н о к и с л о г о н а т р и я р а с т в о р я ю т в 500 мл 
воды ( р а с т в о р 2 ) . Л в а р а с т в о р а х о р о ш о п е р е м е ш и в а ю т и вы­
держивают 48 ч в х о л о д и л ь н и к е , затем ф и л ь т р у ю т . 
Х о д р а б о т ы . Л л я выделения щ а в е л е в о й к и с л о т ы л у ч ш е и с ­
пользовать с в е ж и й р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л , так как в ы с у ш и в а ­
ние при 120°С п р и в о д и т к п о т е р е оксалата . 4 0 - 5 0 г свежей из­
мельченной р а с т и т е л ь н о й ткани г о м о г е н и з и р у ю т в 50 мл в о д ы , 
затем д о б а в л я ю т с е р н у ю к и с л о т у . Е с л и для анализа и с п о л ь з у ­
ют сухой м а т е р и а л , т о н а в е с к у 5 г р а с т и р а ю т со стеклянным 
песком в с т у п к е с д о б а в л е н и е м 5 мл 10%-ной серной к и с л о т ы 
и н е б о л ь ш о г о к о л и ч е с т в а э т а н о л а . З а т е м переносят г о м о г е н а т 
(смывая его в о д о й ) в м е р н ы й цилиндр и д о в о д я т о б ъ е м с м е с и 
до 250 мл. С м е с ь в с т р я х и в а ю т и о с т а в л я ю т на несколько ч а с о в . 
В р а с т в о р п е р е х о д я т с в о б о д н а я щавелевая кислота и ее соли . 
Если н е о б х о д и м о о п р е д е л и т ь с в о б о д н у ю щ а в е л е в у ю к и с л о т у , 
экстракцию п р о в о д я т н а г р е т о й д о 60 — SO'^C д и с т и л л и р о в а н н о й 
водой без подкисления . 
П о с л е о т с т а и в а н и я э к с т р а к т ф и л ь т р у ю т через бумажный 
фильтр или ц е н т р и ф у г и р у ю т при 2 - 3 тыс.у 10 мин. 50 мл экс ­
тракта п е р е н о с я т в к о л б у на 200 мл и д о б а в л я ю т по каплям 18 н. 
р а с т в о р а м м и а к а д о с л а б о щ е л о ч н о й реакции и 1 - 2 г б о р н о й 
кислоты (ее д о б а в л я ю т для п р е д о т в р а щ е н и я осаждения винной 
кислоты) . З а т е м в н о с я т 10 мл б у ф е р н о г о р а с т в о р а х л о р и с т о г о 
кальция и о с т а в л я ю т на 48 ч в холодильнике . 
Выпавший о с а д о к о к с а л а т а кальция о т д е л я ю т фильтровани­
ем или ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м в течение 10 мин при 1 - 2 тыс.д. 
О с а д о к п р о м ы в а ю т д в у м я - т р е м я порциями в о д ы по 10 мл д о 
отрицательной реакции на п р и с у т с т в и е ионов х л о р а при д о б а ­
влении капли 1%-иого р а с т в о р а A g N O a . Л а л е е о с а д о к р а с т в о ­
р я ю т в 5 мл 10%-ной с е р н о й к и с л о т ы и н а г р е в а ю т на кипящей 
водяной бане . Ш а в е л е в у ю к и с л о т у т и т р у ю т перманганатом ка­
лия д о с л а б о р о з о в о г о окрашивания, не и с ч е з а ю щ е г о в течение 
минуты. 
П р о ц е н т н о е с о д е р ж а н и е щавелевой к и с л о т ы в ы ч и с л я ю т по 
ф о р м у л е : 
где 4,5 — т и т р 0,1 н. перманганата калия по щ а в е л е в о й кислоте 
( п е р е с ч е т н ы й коэффициент щ а в е л е в о й к и с л о т ы ) , / — поправка к 
т и т р у К М п 0 4 , а — о б ъ е м К М п О ^ , и з р а с х о д о в а н н ы й на т и т р о в а ­
ние ( м л ) , Vo — о б щ и й о б ъ е м э к с т р а к т а ( м л ) , Vi — о б ъ е м экстрак ­
та, взятый для анализа ( м л ) , Н — н а в е с к а с у х о г о р а с т и т е л ь н о г о 
м а т е р и а л а ( м г ) . 
4 . 4 . 3 . 2 , Л И . М О Н Н А Я К И С Л О Т А 
Лимонная к и с л о т а накапливается в значительных количе­
с т в а х в плодах и листьях . О с о б е н н о в ы с о к и м с о д е р ж а н и е м ли­
монной к и с л о т ы о т л и ч а ю т с я п л о д ы ц и т р у с о в ы х ( д о 9 0 % всех 
к и с л о т ) , я годы клюквы и с м о р о д и н ы , л и с т ь я табака , махорки , 
б о б о в ы х . 
П р и н ц и п метода. Л и м о н н у ю к и с л о т у и з в л е к а ю т разбавлен­
ной серной кислотой и о к и с л я ю т п е р м а н г а н а т о м калия в п р и с у т ­
ствии б р о м и с т о г о калия д о о б р а з о в а н и я п е н т а б р о м а ц е т о н а , ко­
т о р ы й о п р е д е л я ю т в е с о в ы м м е т о д о м , и з в л е к а ю т х л о р о ф о р м о м 
и затем р а з л а г а ю т с у л ь ф и т о м натрия . В ы д е л и в ш и й с я б р о м и д 
о п р е д е л я ю т а р г е н т о м е т р и ч е с к и м с п о с о б о м . 
Перманганат окисляет л и м о н н у ю к и с л о т у д о а ц е т о н д и к а р б о -
новой к и с л о т ы , а б р о м и д д о с в о б о д н о г о б р о м а . П р о д у к т ы ре­
акции в з а и м о д е й с т в у ю т с о б р а з о в а н и е м п е н т а б р о м а ц е т о н а : 
С Н 2 С О О Н 
I 
5 С ( 0 Н ) С 0 0 Н + 2 К М п 0 4 - f 3 H 2 S O 4 
I 
С Н 2 С О О Н 
С Н 2 С О О Н I 
- 5 С О - f K 2 S O 4 - f 2 M n S 0 4 Н- 5 С 0 2 -h 8Н2О, 
i 
C H 2 C O O H 
2КМПО4 + ЮКВг + 8H2SO4 — 6 K 2 S O 4 4- 2MnS0. i -f 5Вг2, 
1 5 6 
С Н з С О О Н С Н В г 2 I I 
с о + 5Вг2 ^ С О - f 2СО2 + 5НВг. I I 
С Н 2 С О О Н СВгз 
Избыток п е р м а н г а н а т а р е а г и р у е т с б р о м и д о м с о б р а з о в а н и ­
ем б у р о г о о с а д к а д и о к с и д а марганца , к о т о р ы й р а с т в о р я ю т с 
помощью з а к и с н о г о ж е л е з а : 
КМПО4 + бКВг + 4 H 2 S O 4 — ЗВг2 + 4 K 2 S O 4 - f 2 М п 0 2 i + 4 Н 2 О , 
М п 0 2 + 2 F e S 0 4 + 2H2SO4 F e 2 ( S 0 4 ) 3 + M n S 0 4 + 2Н2О. 
Пентабромацетон р а з л а г а е т с я при нагревании с с у л ь ф и т о м на­
трия: 
СНВг2 СНз I I 
С О + 5 N a 2 S 0 3 + 5Н2О 5 N a B r - f 5 N a H S 0 4 + C O . I I 
СВгз СНз 
Б р о м и д в з а и м о д е й с т в у е т с а з о т н о к и с л ы м с е р е б р о м : 
N a B r -Ь A g N 0 3 A g B r 1 H-NaNOa. 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . В о д я н а я баня, делительная во ­
ронка, м е р н ы е и конические к о л б ы , ф а р ф о р о в ы е ступки, вытяж­
ной шкаф. 
Р а с т в о р с е р н о й к и с л о т ы в в о д е , 1:9 (по о б ъ е м у ) ; 12%-ный рас ­
твор КВг; 4 %-ный р а с т в о р КМПО4; 10%-ный р а с т в о р N a 2 S 0 3 ; 
20%-ный р а с т в о р ( N H 4 ) 2 S 2 0 8 ; 4%-ный р а с т в о р ф о с ф о р н о м о л и б -
деновой к и с л о т ы ; 20%-ный р а с т в о р F e S 0 4 • ТНгО или с о л и М о -
ра F e ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 2 • 6Н2О (к 50 г с о л и д о б а в л я ю т 200 мл воды, 
5 мл к о н ц е н т р и р о в а н н о й с е р н о й к и с л о т ы и р а з б а в л я ю т в о д о й д о 
250 м л ) ; 0 ,01 н. р а с т в о р A g N O s ( г о т о в я т 0,05 н р а с т в о р — 4 , 2 5 г 
A g N O s , в ы с у ш е н н о г о при ЮО^С, р а с т в о р я ю т в д и с т и л л и р о в а н ­
ной в о д е и д о в о д я т д о 500 мл , хранят в темной склянке, перед 
у п о т р е б л е н и е м р а з в о д я т в 5 раз ) ; р а с т в о р эозина с м е т и л е н о в о й 
синью (0 ,5 г н а т р и е в о й с о л и эозина и 0,2 г м е т и л е н о в о г о синего 
р а с т в о р я ю т в в о д е и д о в о д я т о б ъ е м д о 100 м л ) . 
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Х о д р а б о т ы . 1 г в о з д у ш н о - с у х о г о р а с т и т е л ь н о г о материа­
ла р а с т и р а ю т в ступке с 1 мл р а с т в о р а H 2 S O 4 ( 1 : 9 ) , д о б а в л я ­
ю т 5 мл в о д ы , с н о в а р а с т и р а ю т . С м е с ь п е р е н о с я т в м е р н у ю 
колбу на 25 мл и д о б а в л я ю т 2 мл 4%-ного р а с т в о р а фосфорно -
м о л и б д е н о в о й к и с л о т ы , о б ъ е м д о в о д я т д о метки и о с т а в л я ю т на 
ночь. С м е с ь ф и л ь т р у ю т ч е р е з с у х о й с к л а д ч а т ы й фильтр . 
Лля проведения реакции о б р а з о в а н и я п е н т а б р о м а ц е т о н а из 
фильтрата о т б и р а ю т 2 - 3 п р о б ы по 5 мл. К ним д о б а в л я ю т по 
1 мл H2SO4 (1 :9 ) и 1 мл 12%-ного КВг и п е р е м е ш и в а ю т . Затем 
д о б а в л я ю т 2 мл 4%-ного КМПО4, п е р е м е ш и в а ю т и о с т а в л я ю т 
пробирки в вытяжном шкафу на 10 мин, п е р и о д и ч е с к и встря­
хивая. О б р а з у е т с я коричневый о с а д о к М 1 1 О 2 . Е с л и р а с т в о р 
бесцветный, д о б а в л я ю т еще 0,5 мл КМПО4. К с м е с и приливают 
2 мл 20%-ного р а с т в о р а F e S 0 4 или соли М о р а д о исчезновения 
осадка. П р о б и р к и п о м е щ а ю т в в о д у со л ь д о м или холодильник. 
Р а с т в о р с т а н о в и т с я м у т н ы м , о б р а з у е т с я белый о с а д о к пента­
бромацетона . 
О д н у - д в е п р о б ы и с п о л ь з у ю т для определения пентабро.маце-
тона в е с о в ы м с п о с о б о м . С м е с ь с о с а д к о м п е р е н о с я т в стаканчик 
с дном- стеклянным ф и л ь т р о м Х°-2. О с а д о к п р о м ы в а ю т водой до 
нейтральной реакции по м е т и л о р а н ж у . Стаканчик с осадком 
в ы с у ш и в а ю т в э к с и к а т о р е над серной к и с л о т о й и взвешивают . 
Зная м а с с у п у с т о г о стаканчика, о п р е д е л я ю т м а с с у осадка . С о ­
держание лимонной к и с л о т ы , проценты на с у х у ю м а с с у , вычи­
с л я ю т по ф о р м у л е : 
где о,483 — м а с с а лимонной кислоты, с о о т в е т с т в у ю щ а я 1 мг пен­
т а б р о м а ц е т о н а ( м г ) , р — м а с с а о садка п е н т а б р о м а ц е т о н а (мг ) , 
Н — навеска растительной ткани ( м г ) , Ко — и с х о д н ы й о б ъ е м экс­
тракта, V\ — о б ъ е м э к с т р а к т а , взятый на анализ. 
Из д р у г о й п р о б ы ф и л ь т р а т а п е н т а б р о м а ц е т о н и з в л е к а ю т хло­
р о ф о р м о м . П р о б у п е р е н о с я т в д е л и т е л ь н у ю в о р о н к у на 100 мл 
и приливают 5 мл х л о р о ф о р м а . В о р о н к у в с т р я х и в а ю т 1 мин и 
о с т а в л я ю т на 2 - 3 мин. О т д е л и в ш и й с я нижний с л о й х л о р о ф о р ­
ма с л и в а ю т в к о л б у . К водной фракции д о б а в л я ю т еще 5 мл 
х л о р о ф о р м а , в з б а л т ы в а ю т и с л и в а ю т нижний с л о й в ту же кол­
бу. Л е л и т е л ь н у ю воронку о с в о б о ж д а ю т , п р о м ы в а ю т в о д о й . В 
нее вновь наливают х л о р о ф о р м н ы й р а с т в о р , д о б а в л я ю т 20 мл 
воды, в с т р я х и в а ю т и с л и в а ю т нижний слой х л о р о ф о р м а в ту же 
1 t^fi 
колбу. З а т е м в к о л б у д о б а в л я ю т 1 мл 10%-ного с е р н и с т о к и с л о -
го натрия и п о м е щ а ю т ее в к и п я щ у ю в о д я н у ю б а н ю в вытяжном 
шкафу для у д а л е н и я х л о р о ф о р м а . Л а л е е д о б а в л я ю т 20 мл в о ­
ды и кипятят р а с т в о р на плитке. При э т о м пентабромацетон 
разлагается с в ы д е л е н и е м б р о м и д а . К п р о б е д о б а в л я ю т 2 мл 
20%-ного п е р с у л ь ф а т а а м м о н и я для устранения влияния суль ­
фата натрия , 2 капли э о з и н а с м е т и л е н о в о й синью и т и т р у ю т 
0,01 и. р а с т в о р о м а з о т н о к и с л о г о с е р е б р а д о р о з о в о - ф и о л е т о в о й 
окраски. 
С о д е р ж а н и е лимонной к и с л о т ы , проценты на с у х у ю м а с с у , 
вычисляют по ф о р м у л е : 
л- . 3 8 , 4 2 ^ а . Ж . К о 
Н Vi 
где 38,42 — п е р е с ч е т н ы й коэффициент лимонной кислоты для 
1 мл 1 н. A g N O s , с о о т в е т с т в у ю щ и й 1/5 молекулярной м а с с ы ли­
монной к и с л о т ы (из о д н о г о моля п е н т а б р о м а ц е т о н а выделяется 
5 молей б р о м и д а ) , а — о б ъ е м 0,01 н. AgiNOa, израсходованный 
на т и т р о в а н и е , Л' — н о р м а л ь н о с т ь р а с т в о р а A g N O a . О с т а л ь н ы е 
обозначения указаны выше. 
4 . 4 . 3 . 3 . А С К О Р Б И Н О В А Я К И С Л О Т А 
В ы с о к о е с о д е р ж а н и е а с к о р б и н о в о й кислоты (витамина С ) о б ­
наружено в п л о д а х шиповника и ц и т р у с о в ы х , в ягодах черной 
смородины, незрелых грецких орехах , капусте , картофеле , се ­
верных я б л о к а х . 
Енольная г р у п п а в лактонном кольце о б у с л о в л и в а е т легкое 
окисление д о д е г и д р о а с к о р б и н о в о й кислоты. А с к о р б и н о в а я ки­
слота б ы с т р о р а з р у ш а е т с я в р а с т в о р а х со следами меди и же­
леза, в п р и с у т с т в и и к и с л о р о д а в о з д у х а , на с в е т у при нагрева­
нии. В о р г а н и з м е а с к о р б и н о в а я к и с л о т а активно у ч а с т в у е т в 
окислительно -вос становительных процессах . 
В о с с т а н о в и т е л ь н а я с п о с о б н о с т ь а с к о р б и н о в о й кислоты ис­
пользуется в ряде м е т о д о в ее определения, один из которых 
приводится ниже. 
П р и н ц и п м е т о д а . А с к о р б и н о в а я кислота восстанавливает 
феррипианид калия д о ферроцианида: 
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Ферроцианид калия в п р и с у т с т в и и ионов т р е х в а л е н т н о г о же­
леза о б р а з у е т ферроцианид ж е л е з а ( б е р л и н с к у ю л а з у р ь ) : 
В р а с т в о р е , с о д е р ж а щ е м ионы железа , б е р л и н с к а я л а з у р ь не 
выпадает в о с а д о к . О п р е д е л я ю т о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь р а с т в о -
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Ф о т о э л е к т р о к о л о р и м е т р , мер­
ные к о л б ы на 100 мл , кварцевый песок , ф а р ф о р о в ы е ступки. 
Буферная с м е с ь ; 0 ,1 М р а с т в о р ц и т р а т а натрия с м е ш и в а ю т с 
0,1 М р а с т в о р о м НС1 ( с о о т н о ш е н и е о б ъ е м о в 1:1, рН 3,69) ; свеже­
приготовленный 1%-ныЙ р а с т в о р феррицианида калия, 2%-ный 
р а с т в о р N a F , 0,02%-ный р а с т в о р а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы , 2%-ный 
р а с т в о р F e C b . 
Х о д р а б о т ы . 1 0 - 2 0 г р а с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а (мякоть или 
цедра лимона, листья капусты, клубни к а р т о ф е л я и др . ) г р у ­
бо и з м е л ь ч а ю т с т а л ь н ы м ножом и затем б ы с т р о р а с т и р а ю т в 
ступке с кварцевым песком в равном о б ъ е м е б у ф е р н о г о р а с т в о ­
ра. Р а с т е р т у ю м а с с у п е р е н о с я т в м е р н у ю к о л б у и о б ъ е м с м е с и 
д о в о д я т д о 100 мл. Ч е р е з 10 мин г о м о г е н а т ф и л ь т р у ю т через 
складчатый бумажный фильтр и ц е н т р и ф у г и р у ю т 10 мин при 
3000 д. 20 мл ф и л ь т р а т а п е р е н о с я т в к о л б у на 100 мл , д о б а в л я ­
ю т 1 мл 1%*ного р а с т в о р а феррицианида калия, 1 мл 2 % ' н о г о 
р а с т в о р а N a F и д и с т и л л и р о в а н н у ю в о д у д о 8 0 - 9 0 мл. Затем 
вносят 2 мл 2%-ного р а с т в о р а F e C l s , д о в о д я т о б щ и й о б ъ е м с м е с и 
до 100 мл и тщательно п е р е м е ш и в а ю т . В к о н т р о л ь н ы й р а с т в о р 
в м е с т о фильтрата вносят 20 мл буфера . Ч е р е з 5 .мин опреде ­
ляют о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь р а с т в о р а на Ф Э К ' е при к р а с н о м 
светофильтре в к ю в е т е толщиной 1 см . 
3 K 4 [ F e ( C N ) 6 ] + 4 F e C l 3 ^ F e 4 [ F e ( C N ) 6 ] 3 + 1 2 K C i . 
pa . 
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Лля п о с т р о е н и я к а л и б р о в о ч н о г о графика г о т о в я т с е р и ю рас ­
творов с к о н ц е н т р а ц и е й а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы о т 2 д о 
12 м к г / м л : в м е р н ы е к о л б ы на 100 мл вносят 1, 2, 3. . . 6 мл 
0,02%-ного р а с т в о р а а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы , 20 мл б у ф е р а и в с е 
остальные к о м п о н е н т ы реакционной с м е с и . 
С о д е р ж а н и е а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы в р а с т и т е л ь н о м матери­
але р а с с ч и т ы в а ю т по ф о р м у л е : 
H - V i - l O ' 
где К — найденная по к а л и б р о в о ч н о й кривой концентрация ас ­
корбиновой к и с л о т ы ( м к г / м л ) ; Vq — и с х о д н ы й о б ъ е м экстрак ­
та (мл) ; Vi — о б ъ е м э к с т р а к т а , и с п о л ь з о в а н н ы й в анализе (мл) , 
V2 — о б ъ е м реакционной с м е с и (хМл); Н — навеска р а с т и т е л ь н о г о 
материала ( г ) ; С—содержание а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы (милли­
граммы на 100 г р а с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а ) . 
В х о д е анализа не с л е д у е т у в е л и ч и в а т ь с о д е р ж а н и е ионов 
фтора в реакционной с м е с и , так как э т о в е д е т к н а р у ш е н и ю раз­
вития окраски . 
Нужно о т м е т и т ь , ч т о в р а с т и т е л ь н о м э к с т р а к т е о б ы ч н о име­
ю т с я и д р у г и е с о е д и н е н и я , с п о с о б н ы е в о с с т а н а в л и в а т ь трехва ­
лентное ж е л е з о феррицианида , п о э т о м у полученные данные о 
содержании а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы о к а з ы в а ю т с я завышенными 
(на 1 0 - 2 0 % ) . Б о л е е т о ч н ы е р е з у л ь т а т ы м о ж н о п о л у ч и т ь , опре ­
деляя с о д е р ж а н и е а с к о р б и н о в о й к и с л о т ы п о с л е х р о м а т о г р а ф и ­
ческого разделения р а с т и т е л ь н о г о э к с т р а к т а . Подходящей си­
стемой р а с т в о р и т е л е й я в л я е т с я с м е с ь : н -бутанол , ледяная ук­
сусная к и с л о т а , в о д а (4 :1 :5 ) . 
4 . 5 , Л И П И Д Ы 
Липидами н а з ы в а ю т большую г р у п п у в е щ е с т в , р а с т в о р и м ы х 
в о р г а н и ч е с к и х р а с т в о р и т е л я х и н е р а с т в о р и м ы х в в о д е , в с о ­
став к о т о р ы х в х о д я т в ы с ш и е алкильные радикалы. К липидам 
о т н о с я т с я в ы с ш и е у г л е в о д о р о д ы , с п и р т ы , альдегиды, жирные 
кислоты и их п р о и з в о д н ы е , пигменты и ж и р о р а с т в о р и м ы е вита­
мины. Т р а д и ц и о н н о , однако , т ермином " л и п и д ы " о б о з н а ч а ю т 
с о е д и н е н и я , с о д е р ж а щ и е о с т а т к и с п и р т о в и жирных кислот , с о ­
е д и н е н н ы е с л о ж н о э ф и р н о й или амидной с в я з ь ю . С о г л а с н о од ­
ной из к л а с с и ф и к а ц и й , липиды п о д р а з д е л я ю т на нейтральные и 
Полярные. Н е й т р а л ь н ы е липиды — моно- , ди- и триглицериды, 
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воска , стерины. Полярные — фосфо- , глико- и сульфолипиды — 
о т н о с я т с я к сложным липидам, так как в к л ю ч а ю т , кроме двух 
основных компонентов , д о п о л н и т е л ь н ы е с т р у к т у р ы (углеводы, 
а з о т и с т ы е основания , о с т а т к и ф о с ф о р н о й и с е р н о й кислоты и 
д р ) -
Б и о л о г и ч е с к о е значение липидов очень велико . Фосфоли-
пиды и стерины я в л я ю т с я о б я з а т е л ь н ы м и компонентами мем­
бран животной и р а с т и т е л ь н о й клетки, в значительной степе­
ни о п р е д е л я ю т их с т р у к т у р у и функции, у ч а с т в у ю т в переда­
че сигналов и запуске регулярных механизмов . Гликолипи-
ды (главным о б р а з о м галактозилдиглицериды) специфичны для 
мембран х л о р о п л а с т о в , Г л и ц е р и д ы как запасные в е щ е с т в а на­
капливаются в семенах и мякоти п л о д о в растений, э т о расти­
тельные м а с л а , и м е ю щ и е б о л ь ш о е х о з я й с т в е н н о е значение. В о с ­
ка, с о д е р ж а щ и е с я в кутикуле , в ы п о л н я ю т з а щ и т н у ю и с т р у к т у р ­
н у ю функции. 
С у щ е с т в у е т ряд м е т о д и ч е с к и х п о д х о д о в для изучения липид-
ных соединений. С п е к т р о с к о п и ч е с к и е м е т о д ы , такие , как УФ-, 
ИК- , Я М Р - с п е к т р о с к о п и я , а также м а с с - с п е к т р о с к о п и я по^^во-
л я ю т о б н а р у ж и т ь характерные связи и группы а т о м о в , по ко­
т о р ы м и д е н т и ф и ц и р у ю т к л а с с ы липидов . Б и о с и н т е з и м е т а б о ­
лизм липидов и з у ч а ю т с применением р а д и о и з о т о п н ы х м е т о д о в . 
В е д у щ е е значение в липидологии имеет х р о м а т о г р а ф и я , TOI!-
кослойная , колоночная , бумажная и г а з о ж и д к о с т н а я . С помо­
щ ь ю х р о м а т о г р а ф и ч е с к и х м е т о д о в о с у щ е с т в л я е т с я разделение 
липидных смесей на отдельные к л а с с ы и индивидуальные ком­
поненты, определяется их качественный и количественный со ­
став . 
4 . 5 . 1 . Выделение липидов 
Липиды — д о в о л ь н о лабильные соединения; лля получения 
нативных препаратов важно в ы б р а т ь корректный с п о с о б фик­
сации растительного материала . О б ы ч н о липиды извлекают с 
п о м о щ ь ю многократной экстракции различными органически­
ми р а с т в о р и т е л я м и . Ш и р о к о применяется с м е с ь х л о р о ф о р м а с 
метанолом по методу Л ж . Л ж . Ф о л ч а (1951) . Ч т о б ы избежать 
окисления липидов, с л е д у е т и с п о л ь з о в а т ь перегнанные раство ­
рители. Лля экстракции сильно ненасыщенных липидов кисло­
род из растворителей у д а л я ю т пропускание.м азота . 
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4.5.1.1. Э К С Т Р А К Ц И Я Л И П И Д О В ИЗ Т К А Н Е Й Р А С Т Е Н И Й 
Липиды э к с т р а г и р у ю т с м е с ь ю х л о р о ф о р м а и м е н т а н о л а ( 2 : 1 ) , 
экстракт о т м ы в а ю т о т в о д о р а с т в о р и м ы х примесей с п о м о щ ь ю 
ОД%-ного р а с т в о р а N a C l и в ы с у ш и в а ю т . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Ф а р ф о р о в ы е ступки, п р о б и р к и 
с притертыми п р о б к а м и , фильтр Ш о т т а JV^3, п а с т е р о в с к а я пи­
петка, центрифуга с о стеклянными п р о б и р к а м и , р о т о р н ы й и с ­
паритель. 
Х л о р о ф о р м , м е т а н о л , 0,1%-ный водный р а с т в о р N a C l . 
Х о д р а б о т ы . Н а в е с к у с ы р о й р а с т и т е л ь н о й ткани ( 2 - 1 0 г ) 
растирают в ф а р ф о р о в о й ступке в д в у х о б ъ е м а х с м е с и х л о ­
роформа и м е т а н о л а ( 2 : 1 по о б ъ е м у ) и п е р е н о с я т в ш и р о к у ю 
пробирку с п р и т е р т о й п р о б к о й (шлиф 2 9 ) , д о б а в л я я дополни­
тельные порции х л о р о ф о р м - м е т а н о л о в о й с м е с и . О б щ и й о б ъ е м 
экстракта с о с т а в л я е т о к о л о 16 мл на 1 г с ы р о й м а с с ы . С м е с ь 
тщательно п е р е м е ш и в а ю т и о с т а в л я ю т для экстракции на 3 0 -
60 мин, п е р и о д и ч е с к и в з б а л т ы в а я . З а т е м с у с п е н з и ю ф и л ь т р у ю т 
через с к л а д ч а т ы й б у м а ж н ы й фильтр , п р о м ы в а ю т новыми пор ­
циями х л о р о ф о р м - м е т а н о л а ( 2 : 1 ) , так ч т о б ы о б ъ е м фильтрата 
составил 20 мл на 1 г ткани. 
При р а б о т е с з е л е н ы м и ч а с т я м и растений рекомендуется го ­
могенизировать ткань в кипящем метаноле , так как она с о д е р ­
жит в ы с о к о с т а б и л ь н ы й фермент фосфолипазу D , р а з р у ш а ю щ и й ­
ся только в кипящей в о д е или спирте . Л а л е е д о б а в л я ю т х л о р о ­
форм и м е т а н о л , так ч т о б ы с о о т н о ш е н и е их о б ъ е м о в с о с т а в и л о 
2:1. 
После ф и л ь т р о в а н и я э к с т р а к т о т м ы в а ю т о т нелипидных ве-
Шеств, извлекаемых из г о м о г е н а т а с п и р т о м ( с а х а р о в , аминоки­
слот, с о л е й ) . К ф и л ь т р а т у д о б а в л я ю т 0,1%-ный р а с т в о р N a C l из 
расчета 0,2 мл на 1 мл липидного э к с т р а к т а . П р о б и р к и , закры­
тые пробками, э н е р г и ч н о в с т р я х и в а ю т д о о б р а з о в а н и я белой 
эмульсии. Л а л е е п р о б ы ц е н т р и ф у г и р у ю т в стеклянных про ­
бирках при 600 д 10 мин. Э м у л ь с и я разделяется на две фа­
зы. Верхний с л о й , в о д н о - м е т а н о л о в ы й , о с т о р о ж н о о т с а с ы в а ­
ют п а с т е р о в с к о й пипеткой, нижний, х л о р о ф о р м н ы й , с о д е р ж а ­
щий липиды, п р о м ы в а ю т 10 мл с м е с и в о д а - м е т а н о л - х л о р о ф о р м 
(47:48:3). С у с п е н з и ю в с т р я х и в а ю т до получения э м у л ь с и и , цен­
т р и ф у г и р у ю т и о т с а с ы в а ю т в е р х н ю ю фазу. П р о ц е д у р у выпол­
няют т р и раза . П р о м ы т ы й э к с т р а к т липидов ф и л ь т р у ю т через 
фильтр Ш о т т а JV53 и д о б а в л я ю т по каплям метанол д о тех пор , 
пока ф и л ь т р а т не с танет прозрачным. Затем р а с т в о р и т е л ь упа-
163 
р и в а ю т на р о т о р н о м и с п а р и т е л е при т е м п е р а т у р е 40*С. При бо ­
лее в ы с о к о й т е м п е р а т у р е липиды м о г у т в с п е н и в а т ь с я , что спо ­
с о б с т в у е т их о к и с л е н и ю . В о с т а т к е с о д е р ж а т с я липиды, а также 
пигменты и д р у г и е ж и р о р а с т в о р и м ы е соединения . 
4 . 5 . 1 . 2 . Э К С Т Р А К Ц И Я Л И П И Л О В 
И З С У Б К Л Е Т О Ч Н Ы Х Э Л Е М Е Н Т О В 
П р е п а р а т ы с у б к л е т о ч н ы х частиц ( м и к р о с о м , .митохондрий, 
х л о р о п л а с т о в и д р ) , предназначенные для анализа липидов , не­
о б х о д и м о п р е д о х р а н я т ь от автоокисления и расщепления ли-
политическими и п р о т е о л и т и ч е с к и м и ф е р м е н т а м и . Выделение 
с л е д у е т п р о в о д и т ь на х о л о д у , защищать с у с п е н з и ю частиц от 
вспенивания, я р к о г о света , интенсивного контакта с кислоро ­
д о м в о з д у х а . В с р е д у выделения полезно д о б а в и т ь ионол , а-
т о к о ф е р о л или д р у г и е антиоксиданты. Ж е л а т е л ь н о проводить 
э кс т ракцию липидов с р а з у после выделения с у б к л е т о ч н ы х эле­
ментов . Если п р е п а р а т не м о ж е т б ы т ь и с п о л ь з о в а н немедленно, 
его с л е д у е т б ы с т р о з а м о р о з и т ь и хранить п о д а з о т о м . 
Х о д работы. 1 - 5 мл суспензии с у б к л е т о ч н ы х элементов в 
р а с т в о р е с а х а р о з ы п о м е щ а ю т в п р о б и р к у с п р и т е р т о й пробкой 
и п р и б а в л я ю т с м е с ь х л о р о ф о р м - м е т а н о л ( 1 : 2 ) : 3,75 мл на 1 мл 
суспензии. С м е с ь в ы д е р ж и в а ю т 1 - 2 ч, п е р и о д и ч е с к и встря­
хивая. Зате.м ц е н т р и ф у г и р у ю т 10 мин при 1000 д. В е р х н ю ю 
в о д н о - м е т а н о л о в у ю фазу о т с а с ы в а ю т , а н и ж н ю ю п р о м ы в а ю т 
д в а - т р и раза с м е с ь ю в о д а - м е т а н о л - х л о р о ф о р м (47 :48 :3 ) , ка­
ждый раз ц е н т р и ф у г и р у ю т и о т б р а с ы в а ю т в е р х н ю ю фазу. Ниж­
н ю ю х л о р о ф о р м н у ю фазу ф и л ь т р у ю т ч е р е з ф и л ь т р Ш о т т а и 
у п а р и в а ю т . О с т а т о к р а с т в о р я ю т в н е б о л ь ш о м о б ъ е м е смеси 
хлорофор .м -метанол (2 :1) или х л о р о ф о р м а . 
Если липидный э к с т р а к т н е о б х о д и м о д о л г о хранить или в 
нем с о д е р ж и т с я м н о г о ненасыщенных липидов , полезно д о б а ­
вить антиоксидант бутилированный г и д р о к с и т о л у о л в концен­
трации 0 ,05%. 
4 .5 .2 . Некоторые методы анализа о б щ и х л и п и д о в 
В с у м м а р н ы х липидных экстрактах , а также в м а с л а х , по­
лучаемых из семян, м о г у т быть определены н е к о т о р ы е свой ­
ства липидов, такие как: к о л и ч е с т в о с в о б о д н ы х жирных кислот , 
средняя молекулярная м а с с а жирных кислот , степень их нена­
сыщенности и д р . Липидный экстракт п о с л е выпаривания делят 
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на аликвотные ч а с т и , к о т о р ы е и с п о л ь з у ю т для различных ана­
лизов. 
Ч т о б ы о п р е д е л и т ь м а с с у л и п и д о в в э к с т р а к т е , а л и к в о т у пе­
реносят в н о в у ю п р о б и р к у с п р и т е р т о й п р о б к о й или б ю к с , п р е д ­
варительно в з в е ш е н н ы е на а н а л и т и ч е с к и х весах , и в ы с у ш и в а ю т 
до постоянной м а с с ы при 40^С. О п р е д е л я ю т разницу м а с с п р о ­
бирки с л и п и д а м и и п у с т о й п р о б и р к и . Р а с с ч и т ы в а ю т процент ­
ное с о д е р ж а н и е л и п и д о в в с ы р о й и с у х о й ткани растения . 
4 . 5 . 2 . 1 . О П Р Е Л Е Л Е Н И Б И О Л Н О Г О Ч И С Л А 
С в о й с т в о у г л е в о д о р о д о в легко п р и с о е д и н я т ь г а л о г е н ы по 
двойным с в я з я м и с п о л ь з у ю т д л я оценки степени ненасыщен-
кости ж и р н ы х к и с л о т в м а с л а х , ж и р а х , липидных э к с т р а к т а х , 
фракциях ж и р н ы х к и с л о т . О п р е д е л я ю т так н а з ы в а е м о е йодное 
число, к о т о р о е п о к а з ы в а е т , с к о л ь к о г р а м м о в иода , эквивалент ­
ных к о л и ч е с т в у г а л о г е н а , п р и с о е д и н я е т с я к 100 г липидов . 
П р и н ц и п м е т о д а . Б р о м п р и с о е д и н я е т с я к жирной к и с л о т е по 
месту д в о й н о й связи . И н т е н с и в н о р е а г и р у е т соединение б р о м а 
с пиридином в у к с у с н о й к и с л о т е . Н е п р о р е а г и р о в а в ш и й б р о м 
в з а и м о д е й с т в у е т с й о д и с т ы м калием. В ы д е л и в ш и й с я и о д ти­
т р у ю т т и о с у л ь ф а т о м натрия в п р и с у т с т в и и крахмала . 
Р е а к т и в ы . 0,05 н. р а с т в о р п и р и д и и д и б р о м и д а : к р а с т в о р у 
концентрированной с е р н о й к и с л о т ы (2,5 г или 1,85 мл в 5 мл ле­
дяной у к с у с н о й к и с л о т ы ) п р и б а в л я ю т р а с т в о р пиридина (2,0 г 
или 2,06 мл в 5 мл ледяной у к с у с н о й к и с л о т ы ) , с м е с ь охлгьжда-
ю т , п р и б а в л я ю т к ней 2,0 г (0 ,63 мл) б р о м а и д о в о д я т ее о б ъ ­
ем д о 500 мл ледяной у к с у с н о й к и с л о т о й ; 10%-ный р а с т в о р K I ; 
1%-ный р а с т в о р крахмала : 1 г к р а х м а л а р а с т в о р я ю т в 100 мл 
13%-ного р а с т в о р а КС1, н а г р е в а ю т д о кипения и о х л а ж д а ю т ; 
0,02 н. т и т р о в а н н ы й р а с т в о р N a 2 S 2 0 3 -
Х о д р а б о т ы . Х л о р о ф о р м н ы й р а с т в о р липидов ( 2 - 5 м г ) по-
.мещают в к о н и ч е с к у ю к о л б у на 50 мл с п р и т е р т о й п р о б к о й . К 
5 мл э к с т р а к т а п р и б а в л я ю т 5 мл р а с т в о р а п и р и д и и д и б р о м и ­
да, с м е с ь т щ а т е л ь н о п е р е м е ш и в а ю т и о с т а в л я ю т при комнат ­
ной температуре в т е м н о т е на 15 мин. Затем прибавляют 0,5 мл 
р а с т в о р а й о д и с т о г о калия, 0,5 мл в о д ы и несколько капель р а с ­
т в о р а к р а х м а л а . В ы д е л и в ш и й с я и о д т и т р у ю т с т а н д а р т н ы м рас ­
т в о р о м т и о с у л ь ф а т а натрия до исчезновения г о л у б о й окраски. 
В к о н т р о л ь н о м опыте в м е с т о липидного э к с т р а к т а и с п о л ь з у ю т 
х л о р о ф о р м в равном о б ъ е м е . 
165 
Й о д н о е число в ы ч и с л я ю т по разности между т и т р о в а н и е м 
контрольного и о п ы т н о г о р а с т в о р а : 
100(а - б ) Т 
И.ч. = , 
где а, б — о б ъ е м ы т и о с у л ь ф а т а , и з р а с х о д о в а н н ы е на т и т р о в а н и е 
контрольной п р о б ы и липидного э к с т р а к т а с о о т в е т с т в е н н о (мл) , 
Т— титр 0,02 н. р а с т в о р а т и о с у л ь ф а т а по иоду ( Т — О, 02 12, 7 = 
О, 254) , Н — навеска липидов ( м г ) . 
Ч и с л о двойных связей в расчете на моль равно п р о и з в е д е н и ю 
йодного числа на м о л е к у л я р н у ю м а с с у липида, о т н е с е н н о м у к 
удвоенной атомной м а с с е иода . 
4 . 5 . 2 . 2 . О П Р Е Л Б Л Е Н И Е К И С Л О Т Н О Г О Ч И С Л А , 
Ч И С Л А О М Ы Л Е Н И Я И Э Ф И Р Н О Г О Ч И С Л А 
Кислотное число — к о л и ч е с т в о м и л л и г р а м м о в е д к о г о калия, 
н е о б х о д и м о е для нейтрализации с в о б о д н ы х жирных кислот , со ­
д е р ж а щ и х с я в 1 г жира . Величина кислотного ч и с л а р а с т и т е л ь ­
ных масел не постоянна . С в о б о д н ы х жирных кислот о т н о с и т е л ь ­
но много в незрелых се.менах и меньше в зрелых. С о д е р ж а н и е 
с в о б о д н ы х жирных к и с л о т резко повышается при прорастании 
семян. 
П р и н ц и п м е т о д а . Кислые компоненты липидного препарата 
н е й т р а л и з у ю т т и т р о в а н н ы м р а с т в о р о м щелочи. 
Р е а к т и в ы . 0,025 н. с п и р т о в ы й р а с т в о р КОН (2,805 г КОН 
[ )агтворяют в 35 .мл перегнанного метанола , р а с т в о р центри­
ф у г и р у ю т , прозрачный супернатант р а з б а в л я ю т м е т а н о л о м до 
50 мл, к 5 мл р а с т в о р а д о б а в л я ю т 20 .мл д и с т и л л и р о в а ш ю й во­
ды и р а з б а в л я ю т м е т а н о л о м д о 200 мл. н о р м а л ь н о с т ь водно-
м е т а н о л о в о г о р а с т в о р а oпpeдeJ[яюг титрованием 0,01 н. НС! ) ; 
1%-ный р а с т в о р фенолфталеина в 90%-ном этаноле . 
Х о д р а б о т ы . Х л о р о ф о р м н ы й р а с т в о р , с о д е р ж а щ и й 1 0 - 5 0 .мг 
липилог^, выпаривают . О с т а т о к р а с т в о р я ю т в 5 мл с м е с и мета-
}гол вода (9 :1 ) , п р и б а в л я ю т 2 капли индикатора и н а г р е в а ю т на 
плитке почти до кипения. Горячий р а с т в о р т и т р у ю т с п и р т о ­
вым р а с т в о р о м г и д р о о к и с и калия. В контрольном опыте т и т р у ­
ю т 5 мл растворителя . В данном анализе мета }юл м о ж е т быть 
за.^1енен на эта^юл. 
Кислотное число р а с с ч и т ы в а ю т по формуле : 
1()б 
где а, б — о б ъ е м ы р а с т в о р а 0,025 н. щ е л о ч и , и з р а с х о д о в а н н ы е 
на т и т р о в а н и е к о н т р о л ь н о й и о п ы т н о й п р о б ы с о о т в е т с т в е н н о 
(мл), Т—титр К О Н ( м г ) , Н — навеска липидов ( г ) . 
К и с л о т н о е ч и с л о лишь о т н о с и т е л ь н о о т р а ж а е т с о д е р ж а н и е 
свободных ж и р н ы х к и с л о т в липидном э к с т р а к т е , так как в нем 
могут н а х о д и т с я к и с л ы е ф о с ф о - и с у л ь ф о л и п и д ы , д р у г и е кислые 
липиды, к о т о р ы е н е й т р а л и з у ю т с я щ е л о ч ь ю . 
Числом омыления н а з ы в а ю т к о л и ч е с т в о м и л л и г р а м м о в едко­
го калия, н е о б х о д и м о е для нейтрализации всех с в о б о д н ы х и свя­
занных к и с л о т , с о д е р ж а щ и х с я s i r жира . Ч и с л о омыления ха­
рактеризует с р е д н ю ю величину м о л е к у л я р н о й м а с с ы жирных 
кислот, в х о д я щ и х в с о с т а в данных липидов . Высоким числам 
омыления с о о т в е т с т в у ю т низкие величины м а с с ы жирных ки­
слот, и н а о б о р о т . 
П1>инцип м е т о д а . Л и п и д ы г и д р о л и з у ю т кипячением в рас ­
творе г и д р о о к и с и калия. О с в о б о ж д а ю щ и е с я жирные кислоты 
реаг 'ируют со щ е л о ч ь ю . И з б ы т о к щ е л о ч и т и т р у ю т соляной ки­
слотой . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . К р у г л о д о н н ы е колбы, о б р а т н ы е 
холодильники, в о д я н а я баня, р о т о р н ы й испаритель . 
0,3 н. р а с т в о р КОН в 90%-иом метаноле (10 мл 3 н. водного 
р а с т в о р а КОН р а з б а в л я ю т м е т а н о л о м д о 100 мл) ; 0,3 н. водный 
р а с т в о р H C I ; 1%-ный р а с т в о р фенолфталеина в 90%-ном этано ­
ле. 
Х о д р а б о т ы . В к р у г л о д о н н у ю к о л б у помеп1ают х л о р о ф о р м ­
ный э к с т р а к т , с о д е р ж а щ и й 1 5 - 3 0 мг липидов , в ы п а р и в а ю т д о ­
суха на р о т о р н о м и с п а р и т е л е и к о с т а т к у п р и б а в л я ю т 5 мл 0,3 н. 
с п и р т о в о г о р а с т в о р а г и д р о о к и с и калия. Колбу п р и с о е д и н я ю т к 
о б р а т н о м у х о л о д и л ь н и к у и н а г р е в а ю т на водяной бане. О м ы л е ­
ние з а к а н ч и в а ю т , когда ж и д к о с т ь в к о л б е с тановится п р о з р а ч ­
ной и на дне к о л б ы и с ч е з а ю т капельки масла . Одновременно 
г о т о в я т к о н т р о л ь н у ю п р о б у ; кипятят в колбе такое же количе­
ство щелочи без липидов. П о с л е охлаждения в п р о б ы д о б а в л я ­
ю т 2 - 3 капли р а с т в о р а индикатора и о т т и т р о в ы в а ю т избыток 
Щелочи 0,3 н. р а с т в о р о м с о л я н о й кислоты. 
Р а с с ч и т ы в а ю т ч и с л о омыления по формуле : 
где а, 5 — о б ъ е м ы ИС1, пошед(иие на т и т р о в а н и е контрольной и 
опытной п р о б ы с о о т в е т с т в е н н о (мл) , Г — т и т р кислоты по КОИ 
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(мг ) , Н — навеска липидов ( г ) . 
На основании определения ч и с л а омыления и к и с л о т н о г о чи­
сла в ы ч и с л я ю т эфирное число—количество м и л л и г р а м м о в ед­
кого калия, к о т о р о е н е о б х о д и м о для нейтрализации о с в о б о ж д а ­
ю щ и х с я при омылении жирных к и с л о т в 1 г жира . Э т о разность 
между ч и с л о м омыления и кислотным ч и с л о м . 
4 .5 .3 . Разделение липидов 
методом тонкослойной хроматографии 
Ш и р о к о р а с п р о с т р а н е н н ы м м е т о д о м разделения с м е с е й ли­
пидов на классы и индивидуальные компоненты я в л я е т с я х р о ­
матография в тонком с л о е . Э т о т м е т о д не т р е б у е т сложной ап-
п а р а т у р ы , о т л и ч а е т с я в ы с о к о й р а з р е ш а ю щ е й с п о с о б н о с т ь ю , по­
зволяет о т н о с и т е л ь н о б ы с т р о разделять н е б о л ь ш и е к о л и ч е с т в а 
в е щ е с т в . Т о н к о с л о й н а я х р о м а т о г р а ф и я пригодна и для разде­
ления значительных к о л и ч е с т в липидов (в пределах 5 0 - 3 0 0 м г ) . 
В качестве а д с о р б е н т а п р и м е н я ю т с и л и к а г е л ь - п о л и г и д р а т оки­
си кремния различных м а р о к : G , Н, D , С, L . Х о р о ш е е разделение 
липидов д о с т и г а е т с я на о т е ч е с т в е н н о м силикагеле марки К С К . 
И с п о л ь з у ю т г о т о в ы е пластинки с тонким с л о е м силикагеля " С и -
л у ф о л " , " М е р к ' \ " А н а л а б " , а также стеклянные пластинки, за­
крепленные силикатом , п р о и з в о д с т в а таллинской эксперимен­
тальной м а с т е р с к о й . 
Липидный э к с т р а к т наносят на пластинки с тонким с л о е м си­
ликагеля и п р о в о д я т разделение в специальных с и с т е м а х рас ­
т в о р и т е л е й . Х р о м а т о г р а м м ы п р о я в л я ю т парами и о д а или оп­
рыскиванием с е р н о й к и с л о т о й и д р у г и м и реагентами. 
Оборудование и реактивы. Стеклянные пластинки различ­
ных размеров , с толик с г о р и з о н т а л ь н о й п о в е р х н о с т ь ю , капил­
ляры и микрошприцы, п у л ь в е р и з а т о р ы , стеклянные камеры с 
крышками. 
Силикагель марки К С К в гранулах р а з м а л ы в а ю т на ш а р о ­
вой м'^'льнице в течение 2 , 5 - 3 ч. Фракцию ч а с т и ц р а з м е р о м 2 0 -
40 мкм п о л у ч а ю т путем отмучивания . В к р и с т а л л и з а т о р на 2 л 
в ы с ы п а ю т 200 г раз .молотого силикагеля , н а л и в а ю т д и с т и л л и ­
рованную воду и в з б а л т ы в а ю т силикагель д о о б р а з о в а н и я го­
могенной взвеси. Ч е р е з 5 .мин п о с л е о седания н а и б о л е е К[)уп-
мых частиц взвесь п е р е л и в а ю т в д р у г о й с о с у д и о с т а в л я ю т на 
25 мин. .За э т о время о с а ж д а ю т с я частицы р а з м е р о м 2 0 4 0 мкм. 
Н ^ о г г ' вшую взвесь частиц с л и в а ю т . Силикагель , и с п о л ь з у е м ы й 
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для разделения ф о с ф о л и п и д о в , п о д в е р г а ю т о т м ы в к е с о л я н о й ки­
слотой от и о н о в ж е л е з а . К 1 5 0 - 2 0 0 г о т м у ч е н н о г о силикагеля 
добавляют 0,5 мл к о н ц е н т р и р о в а н н о й с о л я н о й к и с л о т ы и 0,5 л 
воды, силикагель в з м у ч и в а ю т . Ч е р е з 2 - 3 ч н а д о с а д о ч н у ю жид­
кость у д а л я ю т , с и л и к а г е л ь п р о м ы в а ю т в о д о й д о исчезновения 
кислой реакции в н а д о с а д о ч н о й ж и д к о с т и . С и л и к а г е л ь в ы с у ш и ­
вают 48 ч при 120^С. 
Смеси р а с т в о р и т е л е й : г е к с а н - д и э т и л о в ы й э ф и р - у к с у с н а я ки­
слота (80 :20 :1 ) , а ц е т о н - у к с у с н а я к и с л о т а - в о д а (100 :2 :1 ) , х л о р о -
форм~метанол-7н. NH4OH ( 65 :25 :4 ) . К р и с т а л л и ч е с к и й иод , 5 0 % -
ная серная к и с л о т а . 
Х о д р а б о т ы . Д л я р а з д е л е н и я липидов о б ы ч н о и с п о л ь з у ю т 
пластинки р а з м е р о м 4 , 5 • 12, 13 • 18, 18 • 24 с м . При п р и г о т о ­
влении п л а с т и н о к д л я а н а л и т и ч е с к о г о разделения б е р у т 15 мг 
силикагеля и 0,04 мл в о д ы на ICM"^ пластинки, для к о л и ч е с т в е н ­
ного о п р е д е л е н и я — 40 м г силикагеля и 0,1 мл воды. Силикагель 
р а с т и р а ю т с в о д о й в с т у п к е д о о б р а з о в а н и я гомогенной м а с с ы , 
ее переносят на п л а с т и н к у и о с т а в л я ю т на ночь на с толике с г о ­
ризонтальной п о в е р х н о с т ь ю . П е р е д нанесением липидного э к с ­
тракта пластинки а к т и в и р у ю т 20 мин при ИО^С в т е р м о с т а т е . 
При нагревании ч а с т ь связанной с силикагелем воды у д а л я е т с я 
и о с в о б о ж д а ю т с я г и д р о к с и л ь н ы е группы, с к о т о р ы м и взаимо­
д е й с т в у ю т м о л е к у л ы липидов . 
Х л о р о ф о р м - м е т а н о л о в ы й э к с т р а к т липидов наносят капилля­
ром или шприцем п о л о с о й или о т д е л ь н ы м и пятнами на р а с с т о я ­
нии 1,5 см о т края пластинки. П о с л е высыхания пятен пластин­
ку п о м е щ а ю т в с т е к л я н н у ю камеру с крышкой, куда предвари­
тельно (за 3 0 - 6 0 мин) н а л и в а ю т с м е с ь д л я разделения липидов. 
Пластинка д о л ж н а б ы т ь п о г р у ж е н а в р а с т в о р и т е л ь примерно на 
8 мм. Р а з д е л е н и е п р о д о л ж а е т с я 3 0 - 4 0 мин. Л л я стандартиза ­
ции р е з у л ь т а т о в важно п о д д е р ж и в а т ь п о с т о я н н у ю т е м п е р а т у р у , 
равномерное н а с ы щ е н и е камеры парами. П о с л е окончания раз­
деления о т м е ч а ю т и г л о й линию фронта и в ы с у ш и в а ю т пластин­
ку на в о з д у х е . З а т е м пластинку помеи1ают в з а к р ы т у ю камеру 
с парами и о д а . Фракции липидов п р о я в л я ю т с я в виде ж е л т ы х 
и коричневых пятен на б е л о м фоне. Пятна о б в о д я т иглой, так 
как они постепенно о б е с ц в е ч и в а ю т с я . Х р о м а т о г р а м м ы можно 
о п р ы с к а т ь 50%-ной серной кислотой , в с е липидные фракции о б ­
у г л и в а ю т с я гюсле нагревания пластинок 20 мин при 180^С. Р а с ­
с ч и т ы в а ю т R f фракций. 
Разделение нейтральных и полярных липидов о с н о в а н о на 
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Таблица4-3. Д а н н ы е х р о м а т о г р а ф и м е с к о г о а н а л и з а н е й ­
т р а л ь н ы х л и п и д о в к о л е о п т и л е й к у к у р у з ы ( п о Н . Ф . С и -
н ю т и н о й 1л л р . , 1 9 7 8 ) 
Н о м е р К о м п о н е н т Я / П а р ы С т а н д а р т н ы е 
ф р а к ц и и л и п и д о в и о д а с в и д е т е л и 
1 П о л я р н ы е л и п и д ы С т а р т Л е ц и т и н 
2 П и г м е н т ы 0 , 0 3 - Н е т 3 М о н о а ц и л -
г л и ц е р и д ы 
0 , 0 7 
4 С т е р и н ы 0 , 1 1 Х о л е с т е р и н 
5 Ж и р н ы е к и с л о т ы 0 , 1 7 Л а л ь м е т и н о в а я , 
с т е а р и н о в а я , 
о л е и н о в а я к и с л о т ы 
6 Л и а ц и л г л и ц е р и д ы 0 , 2 6 Д и п а л ь м и т и л г л и ц е р и н 
7 Т р и г л и ц е р и д ы 0 , 3 6 + Т р и к а п р и л г л и ц е р и н , 
т р и л а у р и н г л и д е р и н 
8 Э ф и р ы с т е р и н о а 0 , 5 1 - f Х о л е с т е р и л а ц е т а т 
9 Э ф и р ы ж и р н ы х 
к и с л о т 
0 , 6 6 + М е т и л о в ы е » ф и р ы п а л ь ­
м и т и н о в о й , с т е а р и н о ­
в о й , и о л е и н о в о й 
к и с л о т 
ТОМ, что нейтральные липиды значительно с л а б е е удержива­
ю т с я неподвижной х р о м а т о г р а ф и ч е с к о й фазой и легко э л ю и р у -
ю т с я неполярными р а с т в о р и т е л я м и , такими как: гексан, петро-
лейный эфир , бензол; полярные липиды у д е р ж и в а ю т с я адсор ­
бентом прочнее и для их э л ю ц и и т р е б у ю т с я высокополярные 
р а с т в о р и т е л и . Л л я разделения нейтральных липидов использу­
ю т с и с т е м у р а с т в о р и т е л е й : г е к с а н - д и э т и л о в ы й эфир-уксусная 
кислота (80 :20 :1 ) . Идентификацию полученных фракций прово­
дят по стандартным с в и д е т е л я м , очищенным липидным препа­
ратам, к о т о р ы е наносят на пластинку п а р а л л е л ь н о с исследуе­
мым препаратом . В э т о й с и с т е м е р а с т в о р и т е л е й на с т а р т е оста­
ю т с я полярные липиды, а нейтральные р а з д е л я ю т с я на фракции 
( табл . 4.3) . 
Разделение полярных липидов п р о в о д я т в с и с т е м е ацетон-
уксусная к и с л о т а - в о д а (100 :2 :1 ) . Лля определения пoлyчe^шыx 
фракций и с п о л ь з у ю т свидетели и специалы^ые реагенты^ опи­
санные ниже. Ланная с и с т е м а позволяет разделить гликолипи-
ды на фракции, фосфолипиды о с т а ю т с я на с т а р т е , Tia фронте 
находятся нейтральные липиды ( т а б л . 4 .4) . 
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Таблица 4'4- JXfxHMbie х р о м а т о г р а ф ^ г и е с к о г о а н а л и з а п о л я р ­
н ы х л и п и д о в к о л е о п т и л е й к у к у р у з ы ( п о Н . Ф . С и н ю т и н о й 
и л р м 1 9 7 8 ) 
Н о м е р К о м п о н е н т н / А н т р о н С т а н д а р т н ы е 
ф р а к ц и и л и п и д о в с в и д е т е л и 
1 Ф о с ф о л и п и д ы С т а р т - Л е ц и т и н 
2 С у л ь ф о л и п и д ы 0 , 0 6 Н е т 
3 Д и г л и к о з и л д и - 0 , 2 7 Л и ф о с ф о г л и -
г л и ц е р и д ы ц е р и л г л ю к о з а 
4 М о н о г л и к о з и л - 0 , 5 9 Н е т 
д и г л и ц е р и д ы 
5 Н е й т р а л ь н ы е 0 , 8 9 - С т а н д а р т н ы е 
л и п и д ы н е й т р а л ь н ы е 
л и п и д ы 
Фосфолипиды д е л я т в с и с т е м е р а с т в о р и т е л е й : х л о р о ф о р м -
метанол-7 п. NH4OH (65 :25 :4 ) и и д е н т и ф и ц и р у ю т с п о м о щ ь ю 
стандартных п р е п а р а т о в л и п и д о в и специальных проявителей 
(табл. 4 .5 ) . 
Таблица4.5. Д а н н ы е х р о м а т о г р а ф и ч е с к о г о а н а л и з а ф о с ф о -
л и п и д о в к о л е о п т и л е й к у к у р у з ы ( п о Н . Ф. С и н ю т и н о й и 
с о т р . 1 9 7 8 ) 
Н о м е р Ф о с ф о л и п и д ы R f Р е а к т и в С т а н д а р т н ы е 
ф р а к ц и и н а ф о с ф о р с в и д е т е л и 
1 Ф о с ф а т и д и л - 0 , 3 2 - 0 , 3 7 Ф о с ф а т и д и л -
с е р и н ы и ф о с ф а - с е р и н 
т и д и л и н о з и т ы 
2 Ф о с ф а т и д и л - 0 , 4 8 - 0 , 5 1 - " — Ф о с ф а т и д и л -
х о л и н ы х о л и н 
3 Ф о с ф а т и д и л - 0 , 6 1 — " - Ф о с ф а т и д и л э т а -
а т а н о л а м и н ы н о л а м и н 
4 Ф о с ф а т и д н ы е 0 , 7 5 С л е д ы Ф о с ф а т и д н а я 
к и с л о т ы к и с л о т а 
5 Д и ф о с ф а т и д и л - 0 , 8 9 Л и ф о с ф а т и д и л -
г л и ц е р и н ы г л и ц е р и н 
Различные с и с т е м ы р а с т в о р и т е л е й для разделения липидов 
приведены в м е т о д и ч е с к о м р у к о в о д с т в е М . К е й т с а (1975 ) . 
Р е а г е н т ы д л я п р о я в л е н и я л и п и д о в 
н а т о н к о с л о й н ы х х р о м а т о г р а м м а х 
Родамин 6Ж наряду с парами и о д а и серной кислотой о т н о ­
сится к неспецифическим реактивам. Г о т о в я т 0,03%-ный рас-
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т в о р родамина в э т а н о л е . Пластинки о п р ы с к и в а ю т во влажном 
состоянии , п р о с м а т р и в а ю т в у л ь т р а ф и о л е т о в о м с в е т е . Фосфа-
тидилсерин, м о н о ф о с ф о и н о з и т и д и ф о с ф а т и д н а я кислота при­
о б р е т а ю т л и л о в о е окрашивание , ф о с ф а т и д и л э т а н о л а м и н и хо-
линсодержашие фосфолипиды о к р а ш и в а ю т с я в ж е л т о - о р а н ж е ­
вый цвет. 
Реактив для обнаружения фосфолипидов известен в модифика­
ции В, Е. В а с ь к о в с к о г о , Е. Ю . К о с т е ц к о г о ( 1 9 6 8 ) . Г о т о в я т рас­
т в о р 1 (16 г м о л и б д а т а аммония р а с т в о р я ю т в 120 мл дистил­
лированной в о д ы ) и р а с т в о р 2 (40 мл концентрированной НС1 и 
10 мл р т у т и р а с т в о р я ю т в течение 30 мин в 80 мл р а с т в о р а 1 
и ф и л ь т р у ю т ) , 200 .мл концентрированной H 2 S O 4 д о б а в л я ю т к 
р а с т в о р у 2, затем с м е с ь по каплям п р и л и в а ю т к о с т а т к у р а с т в о ­
ра 1. О б ъ е м охлажденной с м е с и д о в о д я т в о д о й д о 1 л. Пластин­
ки о п р ы с к и в а ю т реагентом, в ы с у ш и в а ю т , на них п р о я в л я ю т с я 
г о л у б ы е пятна на б е л о м фоне. 
Иингидрин—реагент на выявление первичных аминогрупп 
ф о с ф а т и д и л с е р и н а и ф о с ф а т и д и л э т а н о л а м и н а . 0,3 г нингидри-
на р а с т в о р я ю т в 100 мл б у т а н о л а и д о б а в л я ю т 3 мл ледяной 
у к с у с н о й кислоты . П о с л е опрыскивания и нагревания пласти­
нок в течение 30 мин при 110*^0 на них п р о я в л я ю т с я р о з о в ы е 
пятна. 
Реактив Лрагендорфа с л у ж и т для проявления пятен холинсо -
держаших липидов . 1,7 г В1(К0з ) 2 • 5Н2О р а с т в о р я ю т в 100 мл 
20%-ной у к с у с н о й кислоты ( р а с т в о р 1 ) ; 40 г K I р а с т в о р я ю т в 
100 мл воды ( р а с т в о р 2 ) . С м е ш и в а ю т 20 мл р а с т в о р а 1, 5 мл 
р а с т в о р а 2 и 70 мл в о д ы . При комнатной т е м п е р а т у р е выявля­
ю т с я оранжевые пятна. 
Аммиачный раствор серебра применяется для обнаружения 
фосфоинозитидов . Реактив с о с т о и т из равных о б ъ е м о в 0,1 н. 
A g N O a и I н. NH3. Пластинки п о с л е о б р а б о т к и н а г р е в а ю т при 
ИО^С до появления коричневых пятен. 
Антроновии реактив и с п о л ь з у ю т для выявления гликолипи-
д о в . 0 ,2% антрона р а с т в о р я ю т в концентрированной H2SO4 
П о с л е опрыскивания пластинок на них п о я в л я ю т с я коричневые 
пятна. 
ot -Яа^тол — р е а к т и в для о б н а р у ж е н и я гликолипидов . Г о т о ­
вят 0,05%-ный р а с т в о р а -иафтола в 100 мл с м е с и м е т а н о л - в о д а 
(1 :1 ) . Q-Нафтол перекристаллизован из с м е с и г е к с а н - х л о р о -
форм, Хроматогра .ммы о п р ы с к и в а ю т р а с т в о р о м а -нафтола , вы­
с у ш и в а ю т и о п р ы с к и в а ю т р а с т в о р о м с е р н о й к и с л о т ы ( 9 5 I I 2 S O 4 : 
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5Н2О по о б ъ е м у ) . Н а г р е в а ю т при ПО^С д о м а к с и м а л ь н о г о 
проявления о к р а с к и . Г л и к о л и п и д ы п р о я в л я ю т с я в в и д е с и н е -
фиолетовых пятен, д р у г и е п о л я р н ы е липиды — ж е л т ы х , а х о л е ­
стерин — с е р о - к р а с н ы х . 
Раствор хлорного железа п р и м е н я ю т для определения с т е р и -
нов и э ф и р о в с т е р и н о в . 50 м г РеС1з-6Н20 р а с т в о р я ю т в 90 мл в о ­
ды, затем д о б а в л я ю т 5 мл ледяной у к с у с н о й к и с л о т ы и 5 мл кон­
центрированной с е р н о й к и с л о т ы . Ч е р е з 2 - 3 мин п о с л е о п р ы с ­
кивания х р о м а т о г р а м м ы н а г р е в а ю т при ЮО^С. С т е р и н ы д а ю т 
красные и ф и о л е т о в ы е пятна, э ф и р ы стеринов п р о я в л я ю т с я не­
сколько позднее . П р о д о л ж и т е л ь н о е нагревание в ы з ы в а е т о б ­
угливание пятен всех л и п и д о в . 
4 . 5 . 4 . К о л и ч е с т в е н н о е определение липидов , 
разделенных м е т о д о м тонкослойной хроматографии 
Л л я определения к о л и ч е с т в а липидов во фракциях липидные 
пятна, п р о я в л е н н ы е и о д о м , п о с л е обесцвечивания с о с к а б л и в а ю т 
с пластинок и э л ю и р у ю т 1 0 - 1 5 мл с м е с и х л о р о ф о р м - м е т а н о л 
(2.Т). С и л и к а г е л ь о т д е л я ю т фильтрованием через фильтр Ш о т -
та JV?4. Р а с т в о р и т е л ь у п а р и в а ю т на р о т о р н о м испарителе . 
4.5 ,4 .1 . Н Е Й Т Р А Л Ь Н Ы Е Л И П И Л Ы 
Б и х р о м а т н ы м м е т о д о м И . С . А м е н т а (1964) можно о п р е д е л и т ь 
к о л и ч е с т в е н н о е с о д е р ж а н и е различных липидных фракций, в 
том ч и с л е и н е й т р а л ь н ы х липидов . 
П р и н ц и п метода. М е т о д о с н о в а н на реакции в о с с т а н о в л е ­
ния д в у х р о м о в о й к и с л о т ы липидами. Снижение поглощения при 
350 нм п р о п о р ц и о н а л ь н о к о л и ч е с т в у окисленных липидов . 
О б о р у д о в а н и е и реактивы. Водяная баня, с п е к т р о ф о т о ­
м е т р . 
Б и х р о м а т н ы й реагент : 2,5 г К2СГ2О7 р а с т в о р я ю т в 1 л 36 н. 
H 2 S O 4 . 
Х о д работы. В п р о б и р к и с липидами н а л и в а ю т от 1 д о 
9 мл б и х р о м а т н о г о реагента и п о м е щ а ю т их в в о д я н у ю б аню на 
45 мин, п е р и о д и ч е с к и в с т р я х и в а я . Ч т о б ы определить 2 0 - 2 5 мкг 
липидов , т р е б у е т с я 1 мл б и х р о м а т н о г о реагента, 6 0 - 1 4 0 мкг — 
3 мл, б о л ь ш е г о к о л и ч е с т в а — 6 - 9 мл. И з охлгьжденных п р о б б е ­
рут по 0,5 мл и д о б а в л я ю т 25 мл в о д ы . С о д е р ж и м о е п р о б и р о к 
т щ а т е л ь н о п е р е м е ш и в а ю т . Ч е р е з 30 мин и з м е р я ю т о п т и ч е с к у ю 
п л о т н о с т ь при 350 нм. В качестве контрольных о б р а з ц о в ис­
п о л ь з у ю т э л ю а т ы силикагеля чистых у ч а с т к о в пластинки. Лля 
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различных липидов с т р о я т к а л и б р о в о ч н ы е кривые с и с п о л ь з о ­
ванием стандартных п р е п а р а т о в с т е р и н о в , т р и а ц и л г л и ц е р и д о в , 
жирных кислот , э ф и р о в с т е р и н о в , ф о с ф о л и п и д о в . Нижний пре­
дел ч у в с т в и т е л ь н о с т и м е т о д а — п р и м е р н о 15 мкг липидов . 
4 . 5 . 4 . 2 . Ф О С Ф О Л И П И Л Ы 
Фосфолипиды о п р е д е л я ю т по н а л и ч и ю о с т а т к о в ф о с ф о р н о й 
кислоты м е т о д о м Г . Б а р т л е т т а (1959) с и с п о л ь з о в а н и е м в каче­
стве в о с с т а н о в и т е л я эйконогена. 
П р и н ц и п метода- Ф о с ф о л и п и д ы п о д в е р г а ю т г и д р о л и з у и в 
гидролизате о п р е д е л я ю т неорганический ф о с ф о р . О р т о ф о с ф а т , 
в заимодействуя с м о л и б д а т о м аммония, о б р а з у е т комплексное 
соединение ф о с ф о р н о м о л и б д е н о в у ю к и с л о т у , к о т о р а я в о с с т а н а ­
вливается эйконогеном в о к р а ш е н н у ю ф о р м у — м о л и б д е н о в у ю 
синь. 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . С п е к т р о ф о т о м е т р , нагреватель ­
ный блок, вытяжной шкаф, водяная баня. 
72%-ная хлорная кислота , 5%-ный водный р а с т в о р м о л и б д а т а 
аммония. 
Р а с т в о р эйконогена: 0,125 г эйконогена (1 -амино-8-нафтол-
3 ,6 -дисульфокислоты) р а с т и р а ю т в ступке с 0,25 г N a 2 S 0 3 и 
р а с т в о р я ю т в 50 мл 15%-ного р а с т в о р а м е т а б и с у л ь ф и т а на­
трия N a 2 S 2 0 5 , с м е с ь в с т р я х и в а ю т и о с т а в л я ю т в т е м н о т е , через 
30 .мин ф и л ь т р у ю т через бумажный фильтр , хранят в темной 
склянке в холодильнике 2 месяца. 
С т а н д а р т н ы й р а с т в о р К Н 2 Р О 4 : 0,2197 г б е з в о д н о й соли рас­
т в о р я ю т в 500 мл б и д и с т и л л и р о в а н н о й воды ( р а с т в о р с о д е р ж и т 
100 мкг Р в 1 м л ) , исходный р а с т в о р р а з б а в л я ю т в 50 раз . 
Х о д р а б о т ы . П р о б ы фосфолипидов с ж и г а ю т в 0,7 мл НС104 
при 170^С в течение двух ч а с о в д о получения б е с ц в е т н о г о рас ­
т в о р а . Пробирки с п р о б а м и о х л а ж д а ю т , в них д о б а в л я ю т по 
1 мл воды, 0,2 мл р а с т в о р а м о л и б д а т а а.ммония и 0,2 мл рас ­
т в о р а эйконогена. О б щ и й о б ъ е м с м е с и д о в о д я т в о д о й до 5 .мл. 
П р о б ы п е р е м е ш и в а ю т и п о м е ш а ю т в кипящую в о д я н у ю б аню 
на 10 мин. Появляется г о л у б о е окрашивание п р о б . И з м е р е ­
ния оптической п л о т н о с т и п р о в о д я т на с п е к т р о ф о т о м е т р е при 
830 нм. 
К а л и б р о в о ч н у ю к р и в у ю с т р о я т по с т а н д а р т н о м у р а с т в о р у 
К Н 2 Р О 4 , в образцы вносят 0 , 5 - 5 мкг Р. 
С о д е р ж а н и е фосфолипидов о п р е д е л я ю т , у м н о ж а я к о л и ч е с т в о 
ф о с ф о р а в п р о б е на переводный коэффициент, равный отноше-
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нию м о л е к у л я р н о й м а с с ы фосфолипила к атомной м а с с е ф о с ф о ­
ра. 
4 . 5 , 4 . 3 . Г Л И К О Л И П И Л Ы 
Г л и к о л и п и д ы о п р е д е л я ю т по с о д е р ж а н и ю у г л е в о д о в микро ­
м е т о д о м , р а з р а б о т а н н ы м Н . С . Радиным и с о т р . (1955 ) . 
П р и н ц и п м е т о д а . С о д е р ж а н и е галактозы в липидах опреде ­
ляется с п о м о щ ь ю а н т р о н о в о г о реактива. П р е и м у щ е с т в о м е т о ­
д а з а к л ю ч а е т с я в т о м , ч т о галактозу о п р е д е л я ю т без предвари­
тельного г и д р о л и з а галактолипидов . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Водяная баня, ф о т о э л е к т р о к о -
л о р и м е т р . 
85%-ный р а с т в о р о р т о ф о с ф о р н о й к и с л о т ы ( с о в е р ш е н н о про ­
зрачный) ; а н т р о н о в ы й реактив: 2%-ный р а с т в о р антрона , при­
готовленный на концентрированной серной кислоте ( м о ж е т хра ­
нится в х о л о д и л ь н и к е 2 недели) , перед анализом с м е ш и в а ю т 
4,5 мл а н т р о н о в о г о реактива с 18 мл воды и 37,5 мл концентри­
рованной с е р н о й к и с л о т ы . 
Х о д р а б о т ы . В п р о б и р к и с сухим о с т а т к о м липидных фрак­
ций п р и л и в а ю т 2 мл 85%-ной о р т о ф о с ф о р н о й кислоты. П р о б и р ­
ки з а к р ы в а ю т п р о б к а м и и н а г р е в а ю т на водяной бане 15 мин. 
При э т о м о с а д о к р а с т в о р я е т с я . З а т е м пробирки 5 мин охла­
ж д а ю т в л е д я н о й бане . К п р о б а м п р и б а в л я ю т 5 мл р а б о ч е г о 
р а с т в о р а а н т р о н а . С о д е р ж и м о е п р о б и р о к тщательно перемеши­
в а ю т и н а г р е в а ю т 25 мин на водяной бане при 90^С. Р а с т в о р ы 
п р и о б р е т а ю т з е л е н у ю окраску . П р о б ы о х л а ж д а ю т в ледяной 
воде 5 мин и ф о т о м е т р и р у ю т на ф о т о э л е к т р о к о л о р и м е т р е при 
красном с в е т о ф и л ь т р е (Л = 633) . К а л и б р о в о ч н у ю к р и в у ю с т р о ­
ят по с т а н д а р т н ы м р а с т в о р а м галактозы ( 5 0 - 2 5 0 мкг в 1 мл) . 
С о д е р ж а н и е галактолипидов р а с с ч и т ы в а ю т , у м н о ж а я коли­
ч е с т в о г а л а к т о з ы в п р о б е на переводный коэффициент, который 
равен о т н о ш е н и ю молекулярной м а с с ы галактолипида к произ­
в е д е н и ю м о л е к у л я р н о й .массы галактозы на число ее молекул . 
4 . 6 . Ф Е Н О Л Ь Н Ы Е С О Е Д И Н Е Н И Я 
Фенольные соединения"- о6ш]Л\)тя группа веществ вторично ­
го п р о и с х о ж д е н и я , широко представленная в растительном ми­
ре. В о с н о в е их с т р о е н и я — б е н з о л ь н о е кольцо с одной или 
несколькими г и д р о к с и л ь н ы м и группами, к о т о р ы е п р и д а ю т фе­
нолам с в о й с т в а с л а б ы х кислот , В растениях фенолы главным 
о б р а з о м п р и с у т с т в у ю т в виде гликозидов и сложных эфиров . 
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П р о с т е й ш и е фенольные соединения — ди- и т р и ф е н о л ы — ред­
ко в с т р е ч а ю т с я в тканях растений. Г и д р о х и н о н м о ж е т о б н а р у ­
живаться в ф о р м е гликозида. Н а и б о л е е ш и р о к о р а с п р о с т р а ­
нены т р и группы фенольных соединений: соединения Се - C i 
ряда — оксибензойные к и с л о т ы и их п р о и з в о д н ы е ( а л ь д е г и д ы и 
с п и р т ы ) ; соединения Се — Сз р я д а — о к с и к о р и ч н ы е кислоты , их 
производные и оксикумарины; соединения Сб - Сз - Се ряда — 
флавоноиды, и з о ф л а в о н о и д ы и н е о ф л а в о н о и д ы . Ф л а в о н о и д ы — 
производные ф л а в а н а — с а м а я м н о г о ч и с л е н н а я г р у п п а феноль­
ных соединений, она в к л ю ч а е т катехины, лейкоантоцианы, анто-
цианы, флаваноны, флавоны, ф л а в о н о л ы , ф л а в а н о н о л ы , отлича­
ю щ и е с я по степени окисления г е т е р о ц и к л а ( С з ) , а также близкие 
к ним халконы и а у р о н ы . Р а з н о о б р а з и е ф л а в о н о и д о в о б у с л о в л е ­
но различным р а с п о л о ж е н и е м г и д р о к с и л ь н ы х и метоксильных 
групп у бензольных я д е р , а также с у щ е с т в о в а н и е м м н о ж е с т в а 
гликозидных производных с о д н и м — ч е т ы р ь м я о с т а т к а м и Саха­
ров . В растениях найдены также соединения Се ~ С2 ряда — 
с т и л ь б е н ы , фенилуксусные к и с л о т ы , ацетофенолы, липидорас -
т в о р и м ы е пластохиноны и у б и х и н о н ы и д р у г и е соединения. К 
полимерным фенольным соединениям о т н о с я т с я д у б и л ь н ы е ве­
щ е с т в а , лигнин, меланины. 
Фенольные соединения в ы п о л н я ю т р а з н о о б р а з н ы е функции 
в р а с т и т е л ь н о м организме . У б и н о н и п л а с т о х и н о н у ч а с т в у ю т 
в э л е к т р о н - т р а н с п о р т н ы х цепях х л о р о п л а с т о в и митохондрий . 
Связанные ф о р м ы фенольных соединений в ы п о л н я ю т з а п а с н у ю 
и з а щ и т н у ю функции. Р я д фенольных соединений и г р а е т важ­
н у ю роль в п р о ц е с с а х р о с т а и развития растений. 
С т р у к т у р а различных типов фенольных соединений приведе­
на ниже. 
? ? с а осг^ 
с о о н с н - с н - с о о н ^ ^ 
о-ОксиГк;шийн1Ы п - О к с и к о р и ч и а я Кумари^! Фнлоли 
M t c K u a к и с л о т а 
Влияние фенолов м о ж е т о с у щ е с т в л я т ь с я через а у к с и и о в у ю 
с и с т е м у . О р т о д и ф е н о л ы и н г и б и р у ю т а к т и в н о с т ь а у к с и н о к с и -
дазы, тогда как монофенолы и метадифенолы с т и м у л и р у ю т ее. 
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Некоторые ф е н о л ь н ы е соединения в х о д я т в с о с т а в /^ -ингибитор-
кого к о м п л е к с а в м е с т е с а б с ц и з и в о й кислотой . В р о л и ингиби­
торов р о с т а и п р о р а с т а н и я семян ч а с т о в ы с т у п а ю т с а л и ц и л о ­
вая, п а р а к у м а р о в а я к и с л о т ы , оксикумарины, нарингенин, неко­
торые и з о ф л а в о н ы . И н о г д а н а б л ю д а е т с я а к т и в и р у ю щ е е дей ­
ствие ф е н о л о в — кофейной , ванилиновой , х л о р о г е н о в о й кислот . 
В отличие о т ф и т о г о р м о н о в фенолы накапливаются в растени­
ях и эффективны в з н а ч и т е л ь н о б о л е е высоких концентрациях . 
Флавоноиды м о г у т д е й с т в о в а т ь в качестве а л л е л о п а т и ч е с к и х 
агентов, они о п р е д е л я ю т у с т о й ч и в о с т ь растений к з а р а ж е н и ю 
патогенными г р и б а м и . Я р к а я о к р а с к а цветков , п л о д о в и ли­
стьев , п р и в л е к а ю щ а я насекомых-опылителей и птиц, о б у с л о в л е ­
на антоцианами, ф л а в о н а м и и флавонолами. 
В а ж н ы м с в о й с т в о м фенольных соединений я в л я е т с я с п о с о б ­
ность к б ы с т р о м у ф е р м е н т а т и в н о м у , а также неферментативно ­
му о к и с л е н и ю с п о м о щ ь ю а т м о с ф е р н о г о к и с л о р о д а . Окисление 
резко у с к о р я е т с я в щ е л о ч н о й с р е д е и при интенсивном о с в е щ е ­
нии, что в н о с и т т р у д н о с т и в выделение этих соединений из ра­
с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а , о б л а д а ю щ е г о высокой оксидазной ак­
т и в н о с т ь ю . 
4 . 6 . 1 . Э к с т р а к ц и я фенольных соединении 
В ы д е л е н и е фенольных соединений возможно как из свеже ­
го, так и в ы с у ш е н н о г о р а с т и т е л ь н о г о материала . Ж е л а т е л ь н о 
п р о в о д и т ь ф и к с а ц и ю для п р е д о т в р а щ е н и я д е я т е л ь н о с т и окисли­
тельных ф е р м е н т о в . С а м о й удачной является фиксация жидким 
азотом с п о с л е д у ю щ е й лиофилизацией. М о ж е т быть и с п о л ь з о ­
вана фиксация кипящим с п и р т о м . Иногда п р о в о д я т о б р а б о т к у 
сухим ж а р о м в т е р м о с т а т е при Юб*" С с дальнейшим в ы с у ш и в а ­
нием при т е м п е р а т у р е не выше 60° С. 
В ы б о р с п о с о б а экстракции зависит от с о с т а в а изучаемого 
о б ъ е к т а и тех в е щ е с т в , к о т о р ы е т р е б у е т с я в ы д е л и т ь в п е р в у ю 
о ч е р е д ь . О б ы ч н о п р и м е н я ю т два п о д х о д а для выделения фе­
нольных соединений , о с н о в а н н ы е на р а с т в о р и м о с т и этих ве­
ществ в в о д е , с п и р т а х , д и э т и л о в о м и у к с у с н о - э т и л о в о м эфирах , 
ацетоне. 
Один из с п о с о б о в в к л ю ч а е т п о с л е д о в а т е л ь н у ю э к с т р а к ц и ю 
растворителя.ми в о з р а с т а ю щ е й полярности . С н а ч а л а д и э т и л о ­
вым эфиро.м и з в л е к а ю т оксибензойные и оксикоричные кислоты, 
агликоны ф л а в о и о л о в и н е к о т о р ы е д р у г и е фенольные соедине­
ния. Д о с т о и н с т в о э ф и р а с о с т о и т в том , что он извлекает от -
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н о с и т е л ь н о мало примесей и о т г о н я е т с я при низкой темпера­
т у р е . Д а л е е р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л о б р а б а т ы в а ю т этилаце-
т а т о м , э т а н о л о м или н - б у т а н о л о м . Э т и л а ц е т а т извлекает моно­
мерные лейкоантоцианы, м о н о - и дигликозиды ф л а в о н о л о в , хло-
р о г е н о в у ю кислоту и р о д с т в е н н ы е ей соединения . В бутанол пе­
р е х о д я т полигликозиды ф л а в о н о л о в , ацилированные флавоно-
иды, о л и г о м е р н ы е лейкоантоцианы, к о н д е н с и р о в а н н ы е феноль-
ные соединения. При э т о м с п о с о б е экстракции белки, нуклеи­
новые кислоты и с а х а р а не п е р е х о д я т в э к с т р а к т , но в э ф и р н у ю 
и э т и л а ц е т а т н у ю фракцию п о п а д а ю т ч а с т и ч н о х л о р о ф и л л ы и 
терпеноиды. 
Д р у г о й с п о с о б экстракции начинается с о б р а б о т к и горячей 
водой или водным м е т а н о л о м ( э т а н о л о м ) . Фенольные вещества 
п е р е х о д я т в э к с т р а к т н а и б о л е е полно . Б о л ь ш и н с т в о терпенои-
д о в и х л о р о ф и л л ы не п е р е х о д я т в р а с т в о р , однако извлекаются 
р а с т в о р и м ы е белки, с а х а р а , а м и н о к и с л о т ы . В о д н о - с п и р т о в ы й 
э к с т р а к т ф р а к ц и о н и р у ю т д а л е е с п о м о щ ь ю р а с т в о р и т е л е й раз­
личной п о л я р н о с т и ( э ф и р а , э т и л а ц е т а т а , б у т а н о л а ) . 
О ч и с т к у э к с т р а к т о в фенольных соединений от липидов , хло­
рофилла , т ерпеноидов о с у щ е с т в л я ю т различными путями. За­
фиксированный р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л п е р е д экстракцией фе­
нолов о б р а б а т ы в а ю т низкокипящей фракцией п е т р о л е й н о г о эфи­
ра (40 - 60*^0). Упаренный э к с т р а к т ф е н о л о в о ч и щ а ю т д в у м я -
тремя промывками п о д о г р е т о й в о д о й , н е р а с т в о р и м ы е в воде ве­
щ е с т в а о т д е л я ю т ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м или э к с т р а г и р у ю т эфи­
ром, х л о р о ф о р м о м , бензолом , при подщелачивании в о д н о г о рас­
т в о р а фенолов с о д о й . П р и м е н я ю т м е т о д а д с о р б ц и о н н о й хро ­
матографии на полиамидах и п о л и в и н и л п и р о л л и д о н е . Нефе-
нольные в е щ е с т в а не з а д е р ж и в а ю т с я на п о л и м е р е , фенольные 
оксигруппы в з а и м о д е й с т в у ю т с амидными г р у п п а м и полимера. 
А д с о р б и р о в а н н ы е фенолы э л ю и р у ю т затем органическими рас­
т в о р и т е л я м и . О ч и с т к а о т пигментов в о з м о ж н а и на с т а д и и хро-
м а т о г р а ф и ч с с к о г о разделения на б у м а г е . По м е т о д у В. И. Ке-
фели и с о т р . (1973 ) , п о с л е нанесения э к с т р а к т а на с т а р т о в у ю 
линию бумагу п е р е г и б а ю т на р а с с т о я н и и 10 с м от с т а р т а и ме­
стом изгиба п о г р у ж а ю т в с о с у д с т о л у о л о м . Т о л у о л , двигаясь 
в с т о р о н у с т а р т о в о й линии, з а х в а т ы в а е т неполярные примеси 
и у в о д и т их к краю б у м а г и , к о т о р ы й з а т е м о т р е з а ю т . О ч и с т к а 
от в о д о р а с т в о р и м ы х в е щ е с т в , С а х а р о в , а м и н о к и с л о т и д р . так­
же возможна при х р о м а т о г р а ф и р о в а н и и с и с п о л ь з о в а н и е м овол-
неииых систем р а с т в о р и т е л е й или п о с р е д с т в о м }1ескольких спо-
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циальных х р о м а т о г р а ф и р о в а н и й , н а п р и м е р , в 1,5%-ном в о д н о м 
растворе с о л я н о й к и с л о т ы . 
Ниже п р и в о д я т с я п р и м е р ы м е т о д и к выделения фенольных с о ­
единений. 
Э к с т р а к ц и я п о м е т о д у 
А . П. В о л ы н е ц , С . М . М а ш т а к о в а (1973) 
Основана на п е р в и ч н о й о б р а б о т к е д и э т и л о в ы м э ф и р о м . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . А п п а р а т д л я в с т р я х и в а н и я жид­
костей, р о т о р н ы й и с п а р и т е л ь , делительная воронка , водяная 
баня. 
70%-ный в о д н ы й э т а н о л , 96%-ный э т а н о л , петролейный э ф и р , 
2 и, НС1, 1 н. N a H C O s - О ч и щ е н н ы й подкисленный д и э т и л о в ы й 
эфир: для о с в о б о ж д е н и я о т перекисей 1 л э ф и р а в с т р я х и в а ю т в 
делительной в о р о н к е с 100 мл 20%-ного м е т а б и с у л ь ф и т а натрия 
или калия, в о д н у ю ф р а к ц и ю о т д е л я ю т , эфир в с т р я х и в а ю т с о 
100 мл 2 0 % - н о г о р а с т в о р а N a O H или К О Н , а затем с дистилли­
рованной в о д о й 4 - 5 раз . О ч и щ е н н ы й эфир п о д к и с л я ю т 2%-ным 
р а с т в о р о м НС1 (10 мл на 1 л э ф и р а ) . 
Х о д р а б о т ы . 5 - 1 0 г в ы с у ш е н н о г о и измельченного расти ­
тельного м а т е р и а л а з а л и в а ю т 150 мл подкисленного и очищен­
ного э ф и р а и о с т а в л я ю т на 20 ч на х о л о д е . Затем эфирный 
экстракт с л и в а ю т и м а т е р и а л п р о м ы в а ю т два раза по 30 мин 
новыми п о р ц и я м и э ф и р а по 50 мл при встряхивании . Э к с т р а к ­
ты о б ъ е д и н я ю т . Р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л п о с л е извлечения с в о ­
бодных фенольных соединений п о д с у ш и в а ю т в токе х о л о д н о г о 
в о з д у х а и п р о в о д я т с л е д у ю щ у ю э к с т р а к ц и ю 70%-ным э т а н о л о м 
в течение б ч на аппарате для в с т р я х и в а н и я ж и д к о с т е й . Р а с т в о ­
ры э т а н о л а (по 50 мл ) м е н я ю т ч е т ы р е раза . Э к с т р а к т ы филь­
т р у ю т и о б ъ е д и н я ю т . 
Э к с т р а к т ы о ч и щ а ю т от пигментов и липидов . С э т о й ц е л ь ю 
к ним п р и л и в а ю т 50 мл воды и у п а р и в а ю т под тягой д о в о д н о г о 
остатка . Д л я связывания фенолов п р и л и в а ю т равный о б ъ е м 1 н. 
в о д н о г о р а с т в о р а КаНСОз- Р а с т в о р п е р е н о с я т в д е л и т е л ь н у ю 
воронку и .многократно п р о м ы в а ю т э ф и р о м (в щелочной с р е д е 
фенолы не п е р е х о д я т в э ф и р ) . З а т е м п о д к и с л я ю т э к с т р а к т ы с о ­
ляной к и с л о т о й (рН 3,0) и с в о б о д н ы е фенольные соединения экс ­
т р а г и р у ю т ч е т ы р ь м я порциями подкисленного э ф и р а по 50 мл. 
В эфирный э к с т р а к т м о г у т п е р е х о д и т ь флавоноидные аглико-
ны, для их выделения п р о в о д я т э к с т р а к ц и ю петролейным эфи­
ром. О ч и щ е н н ы е э к с т р а к т ы в ы п а р и в а ю т под в а к у у м о м . О с т а т -
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ки р а с т в о р я ю т в 1 мл 96%-ного э т а н о л а или 70%-ного э т а н о л а 
( с п и р т о в ы й э к с т р а к т ) . 
Если с т а в и т с я з а д а ч а анализа агликонов фенольных соедине ­
ний, т о п р о в о д я т гидролиз фенольных э к с т р а к т о в . У п а р е н н ы е 
остатки з а л и в а ю т р а с т в о р о м 2 н. НС1 и кипятят 20 мин на водя ­
ной бане. Г и д р о л и з а т о х л а ж д а ю т , п о д в о д я т рН р а с т в о р а к 3,0 
и агликоны э к с т р а г и р у ю т в д е л и т е л ь н о й в о р о н к е подкисленным 
серным э ф и р о м , как описано выше. Э ф и р н ы е э к с т р а к т ы о б е з в о ­
ж и в а ю т и у п а р и в а ю т д о с у х а . О с т а т к и р а с т в о р я ю т в н е б о л ь ш о м 
о б ъ е м е э т а н о л а . 
Э к с т р а к ц и я п о м е т о д у М, В, Р а з у м о в о й (1979) 
О с н о в ы в а е т с я на извлечении фенольных соединений водным 
р а с т в о р о м э т а н о л а . 
Оборудование и реактивы. Л е л и т е л ь н а я в о р о н к а , р о т о р ­
ный испаритель , аппарат С о к с л е т а . 
80%-ный водный этанол , д и э т и л о в ы й э ф и р , п е т р о л е й н ы й эфир , 
у к с у с н о э т и л о в ы й э ф и р , н -бутанол , 0,1 н. НС1. 
Х о д работы. Высушенный и измельченный р а с т и т е л ь н ы й 
материал о б е з ж и р и в а ю т в аппарате С о к с л е т а низкокипяшей 
фракцией п е т р о л е й н о г о эфира . 5 - 1 0 г р а с т и т е л ь н о й ткани по­
сле обезжиривания з а л и в а ю т 80%-ным э т а н о л о м (15 .мл с п и р т а 
на 1 г м а т е р и а л а ) и н а с т а и в а ю т в течение ночи при комнат­
ной т е м п е р а т у р е . Затем ж и д к о с т ь с л и в а ю т , и м а т е р и а л два­
жды э к с т р а г и р у ю т новы.ми порциями с п и р т а т о г о ж е о б ъ е м а 
по 2 ч при встряхивании. С п и р т о в ы е э к с т р а к т ы о б ъ е д и н я ю т 
и у п а р и в а ю т под в а к у у м о м на р о т о р н о м и с п а р и т е л е при 40^С, 
Водный о с т а т о к п о д к и с л я ю т 0,1 н. НС1 (рН 5,0) , п е р е н о с я т в 
д е л и т е л ь н у ю воронку и п р о в о д я т фракционирование э к с т р а к т а 
п о с л е д о в а т е л ь н о й о б р а б о т к о й д и э т и л о в ы м э ф и р о м , э т и л а ц е т а -
том, н -бутанолом . Кгьждым р а с т в о р и т е л е м о б р а б а т ы в а ю т экс ­
тракт т р и раза при встряхивании. С о о т н о ш е н и е водной и о р ­
ганической фазы — 1 : 1 , 5 . Э ф и р н у ю , э т и л а ц е т а т н у ю и б у т а н о л ь -
н у ю фракции у п а р и в а ю т п о д в а к у у м о м п о ч т и д о с у х а . О с т а т к и 
р а с т в о р я ю т в 1 - 2 мл 96%-ного э т а н о л а и и с п о л ь з у ю т д л я х р о ­
м а т о г р а ф и ч е с к о г о разделения. 
4 .6 ,2 . Хроматографическое разделение 
фенольных соединений 
Ш и р о к о е р а с п р о с т р а н е н и е тюлучил м е т о д разделения фе­
нольных соединений на бумаге . Во многих с л у ч а я х он дает наи-
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лучшие р е з у л ь т а т ы . И с п о л ь з у е т с я также т о н к о с л о й н а я х р о м а ­
тография, п р е и м у щ е с т в о к о т о р о й — в б ы с т р о т е разделения. В 
качестве с о р б е н т о в п р и м е н я ю т силикагель , полиамид , ц е л л ю ­
лозу. 
Х р о м а т о г р а ф и ч е с к о е разделение на б у м а г е п р о в о д я т в в ы с о ­
ких (60 с м ) к а м е р а х в в о с х о д я щ е м и н и с х о д я щ е м токе р а с т в о р и ­
теля, в т е м н о т е , при к о м н а т н о й т е м п е р а т у р е . М о г у т и с п о л ь з о ­
ваться б у м а г и : " Л е н и н г р а д с к а я " марки " С " и " М ' \ F i l t r a k F N 1, 
2, 3, И , 12, W a t t m a n 1 , 2, 3 и 3 М М . А т м о с ф е р а в камере д о л ж ­
ка быть н а с ы щ е н а п а р а м и р а с т в о р и т е л е й , п о э т о м у за день д о 
х р о м а т о г р а ф и р о в а н и л в камеру н а л и в а ю т 100 мл р а с т в о р и т е ­
ля. Э к с т р а к т ы н а н о с я т п я т н а м и на с т а р т о в у ю линию из р а с ч е ­
та 0,05 - 0,2 г с у х о г о в е щ е с т в а на пятно с п о м о щ ь ю микропипеток 
и капилляров . 
Лля р а з д е л е н и я фенольных соединений о б ы ч н о и с п о л ь з у ю т 
кислые с и с т е м ы р а с т в о р и т е л е й . В кислых р а с т в о р а х пода ­
вляется д и с с о ц и а ц и я фенольных оксигрупп , пятна п о л у ч а ю т с я 
более четкими. В щ е л о ч н ы х с и с т е м а х фенолы с л а б о подвиж­
ны, н е к о т о р ы е б ы с т р о о к и с л я ю т с я . Х о р о ш и е результаты да­
ет разделение в д в у х направлениях . Н а и б о л е е у п о т р е б и т е л ь ­
ными я в л я ю т с я с м е с и н - б у т а н о л а , у к с у с н о й к и с л о т ы и воды в 
разных с о о т н о ш е н и я х (4 :1 :5 , 40:12:28, 6:1:2) . И н о г д а в м е с т о н-
б у т а н о л а и с п о л ь з у ю т и з о б у т а н о л . С м е с ь н -бутанол—ледяная 
уксусная к и с л о т а — в о д а (4 :1 :5 ) двухфазна , и с п о л ь з у ю т верхний 
слой. Д р у г и е с м е с и однофазны. Разделение во в т о р о м напра­
влении п р о в о д я т в в о д н ы х р а с т в о р а х у к с у с н о й кислоты концен­
трацией о т 2 д о 6 0 % . 
Лля разделения антоцианов и с п о л ь з у ю т с м е с и н - б у т а н о л — 
2 н. НС1 (1 :1 ) и м у р а в ь и н а я кислота—концентрированная H C I — 
в о д а (40 :10 :30 ) . 
Л л я анализа агликонов и с п о л ь з у ю т с м е с и Ф о р е с т о л а : ле­
дяная у к с у с н а я кислота -концентрированная НС1-вода (30 :3 :10) , 
т о л у о л - л е д я н а я у к с у с н а я к и с л о т а - в о д а (4 :1 :5 ) . В о в т о р о й с м е с и 
и с п о л ь з у ю т в е р х н ю ю фазу. В первой системе х о р о ш о делятся 
антоцианы, ф л а в о н о и д н ы е агликоны, фенолкарбоновые кисло ­
ты. П о с л е д н и е л о к а л и з у ю т с я в верхней части х р о м а т о г р а м м ы 
и их з а т е м х р о м а т о г р а ф и р у ю т во в т о р о й системе . 
Р а з л и ч н ы е с и с т е м ы р а с т в о р и т е л е й для бумажной и тонко­
слойной х р о м а т о г р а ф и и представлены в монографиях Лж, Х а р -
б о р н а ( 1 9 6 8 ) , Л . К. К л ы ш е в а и с о а в т . (1978) . 
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4.6 .3 , Идентификация фенольных соединений 
Предварительная идентификация фенольных соединений на 
х р о м а т о г р а м м е з а к л ю ч а е т с я в выяснении их п р и н а д л е ж н о с т и к 
определенной группе . И з м е р я ю т R f пятен, о ц е н и в а ю т их цвет в 
видимом и у л ь т р а ф и о л е т о в о м с в е т е , изменение ф л ю о р е с ц е н ц и и 
в У Ф - с в е т е п о с л е о б р а б о т к и специальными реактивами. В ви­
димом с в е т е н а б л ю д а ю т с я ж е л т ы е пятна ф л а в о н о л о в , халконов 
и а у р о н о в , пятна антоцианов , о с т а л ь н ы е в е щ е с т в а б е с ц в е т н ы . В 
У Ф - с в е т е п о г л о щ а ю т в с е фенольные соединения и п р о я в л я ю т с я 
в виде пятен различного цвета. О к р а с к а м о ж е т изменяться или 
у с и л и в а т ь с я в парах аммиака ( т а б л . 4 .6 ) . 
Таблица4-6. Ф л ю о р е с и е н и м л ф е н о л ь н ы х с о е д и н е н и й п р и 
х р о м а т о г р а ф и р о в а н и и н а б у м а г е ( п о М . Н . З а п р о м е т о в у , 
1 9 7 4 ) 
Г р у п п а 
с о е д и н е н и й 
Ф л ю о р е с ц е н ц и я в У Ф - с в е т е 
Б е з о б р а б о т к и П о с л е о б р а б о т к и NH3 
Б е н з о й н ы е Г о л у б а я и л и с и н я я Г о л у б а я и л и с и н я я 
к и с л о т ы ( п - о к с и б е н з о й н а л 
к и с л о т а не ф л ю о р е с ­
ц и р у е т ) 
К о р и ч н ы е Г о л у б а я ( п - к у м а р о - Г л у б а я и л и с и н я я 
к и с л о т ы в а л к и с л о т а не ф л ю ­
о р е с ц и р у е т ) 
К у м а р и н ы Г о л у б а я и л и с и н е - Ч а с т о г а с и т с я , и н о г д а 
ф и о л е т о в а я п р и о б р е т а е т р о з о в а т о -
о р а н ж е в ы й ц в е т 
К а т е х и н ы П р о с т ы е к а т е х и н ы В с л у ч а е г а л л и р о в а н -
б е с ц в е т н ы , г а л л и р о - н ы х к а т е х и н о в — б ы с т р о 
в а н н ы е д а ю т т е м н ы е п р о х о д я щ а я с е р о - г о л у б а я 
п я т н а с ф и о л е т о в ы м ф л ю о р е с ц е н ц и я 
о т т е н к о м 
Л е й к о а н т о ц и а н ы Н е т Н е т 
Л иГИЛрохалконы С л а б а я ф и о л е т о в а я Н е м е н я е т с я 
.Хал к о н ы Ж е л т а я и к о р и ч н е в а я К р а с н а я 
Ф л а в а н о н ы Н е т Н е т и л и с л а б а я ж е л т а я 
А н т о ц и а н ы Грозовая и к р а с н а я С и н е в а т а я 
А у р о н ы Ж е л т а я и о р а н ж е в а я О р а н ж е в а я и л и к о р и ч н е в а я 
Ф л а в о н ы Т у с к л о - к о р и ч н е в а я Я р к о - ж е л т а я 
Ф л а в о н о л ы Ж е л т а я , ж е л т о - з е л е ­ Я р к о - ж е л т а я , ч а с т о с з е л е ­
ная ( 3 - г л и к о з и - н о в а т ы м о т т е н к о м 
ды — к о р и ч н е в а я ) 
И з о ф л а в о н ы С л а б а я р о з о в а я и л и Н е м е н я е т с я 
т е м н а я 
<^  ' т и л ь б ^ и ы И н т е н с и в н о - г о л у б а я У с и л и в а е т с я 
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Лля д а л ь н е й ш е й идентификации в ы п о л н я ю т ц в е т н ы е реак­
ции. К о л и ч е с т в е н н о е о п р е д е л е н и е о т д е л ь н ы х ф е н о л ь н ы х с о е д и ­
нений и н е к о т о р ы е к а ч е с т в е н н ы е реакции п р о в о д я т п о с л е х р о -
м а т о г р а ф и ч е с к о г о разделения . П я т н а фенольных с о е д и н е н и й 
вырезают и э л ю и р у ю т п о д х о д я щ и м р а с т в о р и т е л е м ( э т а н о л о м , 
метанолом, в о д о й , с м е с ь ю в о д ы и с п и р т а ) . 
4.6.3.1. К А Ч Е С Т В Е Н Н Ы Е Р Е А К Ц И И 
Д Л Я И Л Е Н Т И Ф И К А Ц И И Ф Е Н О Л Ь Н Ы Х С О Е Д И Н Е Н И Й 
1. У н и в е р с а л ь н о й реакцией я в л я е т с я в з а и м о д е й с т в и е феноль ­
ных с о е д и н е н и й с с о л я м и железа . Т р и фенольных я д р а взаи­
м о д е й с т в у ю т с о д н и м а т о м о м железа , о б р а з у е т с я к о м п л е к с н о е 
соединение. Г о т о в я т 1%-ный р а с т в о р ГеС1з в м е т а н о л е ( э т а н о ­
ле) или 0 ,2%-ный р а с т в о р ж е л е з о - а м м и а ч н ы х квасцов . З е л е ­
ная о к р а с к а р а з в и в а е т с я в п р и с у т с т в и и п р о и з в о д н ы х пирока­
техина, с и н ю ю д а ю т п р о и з в о д н ы е п и р о г а л л о л а , к о р и ч н е в а т о -
о л и в к о в у ю — ф л а в о н о л ы . 
2. С м е с ь равных о б ъ е м о в 1%-ных в о д н ы х р а с т в о р о в ГеС1з и 
K 3 F e ( C N ) 6 , п р и г о т о в л е н н а я н е п о с р е д с т в е н н о перед и с п о л ь з о в а ­
нием, д а е т с п о л и ф е н о л а м и я р к о - с и н ю ю о к р а с к у . Л л я п р е д о т ­
вращения о к р а ш и в а н и я фона х р о м а т о г р а м м у о п р ы с к и в а ю т раз ­
бавленной с о л я н о й к и с л о т о й . 
3. Ф е н о л ь н ы е соединения в о с с т а н а в л и в а ю т аммиачный рас ­
т в о р а з о т н о к и с л о г о с е р е б р а . К 20 мл 5%-ного в о д н о г о р а с т в о ­
ра A g N O a д о б а в л я ю т 10%-ный р а с т в о р N H 4 O H д о р а с т в о р е н и я 
осадка , р а с т в о р р а з б а в л я ю т в о д о й д о 100 мл. Фенольные с о е д и ­
нения при о п р ы с к и в а н и и д а ю т к о р и ч н е в ы е пятна. 
4. Ф е н о л ы в з а и м о д е й с т в у ю т с д и а з о т и р о в а н н ы м и а р о м а т и ч е ­
скими а м и н а м и . А м и н ы (п-нитроанилин, с у л ь ф а н и л о в а я кисло ­
та, бензидин, анилин) д и а з о т и р у ю т н и т р и т о м в с о л я н о й кисло ­
те. Р а в н ы е о б ъ е м ы 5%-ного р а с т в о р а N a N 0 2 и 0 ,5%-ного рас ­
т в о р а п -нитроанилина в 2 н. НС1 с м е ш и в а ю т с т р е м я о б ъ е м а м и 
20%-ного в о д н о г о р а с т в о р а ацетата натрия . Л л я о б р а б о т к и х р о -
матогра*мм и с п о л ь з у ю т свежеприготовленный реактив . Разви­
вается о р а н ж е в о - к р а с н а я о к р а с к а диазосоединений . О н а у с т о й ­
чива и п р и г о д н а для к о л и ч е с т в е н н о г о определения. Фенолы 
.можно э л ю и р о в а т ь д о и гюсле о б р а б о т к и реагентом. 
5. При реакции м о л и б д а т а натрия или аммония с фенольны-
ми с оединениями , с о д е р ж а щ и м и о р т о ди- и т р и о к с и г р у п п ы , по­
является ж е л т о е окрашивание , максимум поглои1ения при 3 0 0 -
Ш им. Л л я опрыскивания и с п о л ь з у ю т 5%-ный водный р а с т в о р 
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N a 2 M o 0 4 или ( N H 4 ) 2 M o 0 4 . 
6. Фенольные соединения с м е т а - р а с п о л о ж е н н ы м и оксигруп-
пами, а также лейкоантоцианы и катехины д а ю т при реакции 
с ванилином в с и л ь н о к и с л о м р а с т в о р е я р к о - к р а с н о е окрашива­
ние. Г о т о в я т 1%-ный р а с т в о р ванилина в концентрированной 
соляной кислоте (удельный вес 1,19 г / с м ^ ) . Э т и м реактивом 
о п р ы с к и в а ю т х р о м а т о г р а м м ы . 
7. При д о б а в л е н и и 1%-ного п е р с у л ь ф а т а калия K 2 S 2 O 8 в кон­
центрированной серной к и с л о т е к а ц е т о н о в о м у р а с т в о р у иссле­
д у е м о г о в е щ е с т в а катехины и лейкоантоцианы д а ю т фиолето­
в у ю окраску , п е р е х о д я в антоцианидины. 
8. Х р о м а т о г р а м м у о п р ы с к и в а ю т 3%-ным р а с т в о р о м п-толуол-
с у л ь ф о к и с л о т ы в э т а н о л е и н а г р е в а ю т 5 - 1 0 мин при ЮЗ^С. 
Окрашенные пятна д а ю т катехины, лейкоантоцианы и флавано-
нолы, 
9. При опрыскивании х р о м а т о г р а м м 1 - 5 % - н ы м р а с т в о р о м 
A I C I 3 -61120 в м е т и л о в о м или э т и л о в о м с п и р т е в ы я в л я ю т с я жел­
тые пятна флавонов , ф л а в о н о л о в , ф л а в а н о н о в и флаванонолов . 
В У Ф - с в е т е ф л ю о р е с ц е н ц и я изменяется , флавоны и флавонол-3-
гликозиды м е н я ю т цвет о т т е м н о - б у р о г о к ж е л т о м у . 
10. П р о б а С и н о д а применяется для идентификации флавоно-
идов . Фенольные соединения в о с с т а н а в л и в а ю т с я магнием в со ­
ляной кислоте . К э т а н о л ь н о м у э л ю а т у д о б а в л я ю т немного пы­
левидного п о р о ш к а магния и по каплям п р и л и в а ю т концентри­
р о в а н н у ю с о л я н у ю к и с л о т у . Флавоны, ф л а в о н о л ы , флаваноны 
о к р а ш и в а ю т с я в красный и к р а с н о - о р а н ж е в ы й цвет . 
И , Реактив В и л ь с о н а о б н а р у ж и в а е т 5 -оксифлавоны и 2-окси-
халконы. С м е ш и в а ю т равные о б ъ е м ы н а с ы щ е н н о г о р а с т в о р а 
б о р н о й к и с л о т ы в ацетоне и 10%-ного р а с т в о р а лимонной кисло­
ты в ацетоне. П о с л е опрыскивания х р о м а т о г р а м м п о я в л я ю т с я 
я р к о - ж е л т ы е пятна этих соединений. 
12. Флавоноиды о б н а р у ж и в а ю т в реакции с ук су сно к ислы м 
свинцом. Опрыскивание х р о м а т о г р а м м 1%-ны.м водным раство ­
ром нейтрального или о с н о в н о г о у к с у с н о к и с л о г о свинца приво­
дит к появлению ж е л т ы х и красных пятен флавонов , флавоно­
лов, халконов и а у р о н о в . 
4 . 6 . 3 . 2 . А Н А Л И З Ф Е Н О Л Ь Н Ы Х С О Е Л И Н Е Н И Й 
П О С П Е К Т Р А М П О Г Л О Щ Е Н И Я 
В с е фенольные соединения п о с т р о е н ы на о с н о в е аромати­
ческих колец и интенсивно п о г л о щ а ю т в У Ф - о б л а с т и спектра. 
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По п о л о ж е н и ю м а к с и м у м о в п о г л о щ е н и я м о ж н о п р е д в а р и т е л ь н о 
оценить п р и н а д л е ж н о с т ь в е щ е с т в а к о п р е д е л е н н о й г р у п п е фе­
нольных с о е д и н е н и й . З а м е с т и т е л и у б е н з о л ь н ы х я д е р с д в и г а ­
ют м а к с и м у м п о г л о щ е н и я с о е д и н е н и я , г и д р о к с и л ь н ы е и к а р б о к ­
сильные г р у п п ы — в д л и н н о в о л н о в у ю о б л а с т ь , м е т и л ь н ы е и гли-
козидные — в к о р о т к о в о л н о в у ю о б л а с т ь ( т а б л . 4 .7) , 
Таблица4.7. М а к с и м у м ы п о г л о щ е н и я ф е н о л ь н ы х с о е д и н е ­
н и и в У Ф - с в е т е 
Г р у п п ы О с н о в н ы е Гл о п о л н и т е л ь н ы в 
с о е д и н е н и й м а к с и м у м ы , н м м а к с и м у м ы , н м 
П р о с т ы е ф е н о л ы 2 6 5 - 2 7 5 Н е т 
К о р и ч н ы е к и с л о т ы 2 3 0 - 2 4 0 _ " _ 
2 9 0 - 3 3 0 
К у м а р и н ы 2 2 0 - 2 3 0 2 6 0 
3 1 0 - 3 5 0 3 0 0 
Х а л к о н ы 3 6 5 - 3 9 0 2 4 0 - 2 8 0 
А у р о н ы 3 9 0 - 4 3 0 2 4 0 - 2 7 0 
К а т е х и н ы 2 7 0 - 2 8 0 Н е т 
Л е й к о а н т о ц и а н ы 2 7 0 - 2 8 0 -Ф л а в а н о н ы 2 7 5 - 2 9 0 3 1 0 - 3 3 0 
А н т о ц и а н ы 4 7 5 - 5 6 0 2 7 5 
Ф л а в о н ы 2 5 0 - 2 7 0 Н е т 
3 3 0 - 3 5 0 -" -
И з о ф л а в о н ы 2 5 5 - 2 6 5 3 1 0 - 3 3 0 
Ф л а в о н о л ы 3 5 0 - 3 9 0 Н е т 
По в е л и ч и н е поглощения в У Ф - с в е т е м о ж н о о п р е д е л и т ь коли­
ч е с т в о ф е н о л ь н о г о соединения в э л ю а т е п о с л е х р о м а т о г р а ф и р о ­
ванил. К а л и б р о в о ч н ы е кривые с т р о я т по ч и с т ы м о б р а з ц а м тех 
же соединений . П р и измерениях к о н т р о л е м с л у ж и т э л ю а т из 
ч и с т о г о у ч а с т к а х р о м а т о г р а м м ы . 
4.6 .4 . Количественное определение 
фенольных соединений 
В о з м о ж н о к о л и ч е с т в е н н о е определение как о б щ е г о с о д е р ж а ­
ния ф е н о л о в в р а с т и т е л ь н о й ткани, так и с о д е р ж а н и я о т д е л ь н ы х 
фенольных соединений п о с л е их разделения м е т о д а м и х р о м а т о ­
графии. В с л у ч а е х р о м а т о г р а ф и и на б у м а г е пятно и с к о м о г о с о ­
единения в ы р е з а ю т и э л ю и р у ю т полярным р а с т в о р и т е л е м . С о ­
д е р ж а н и е в е щ е с т в а в э л ю а т е о п р е д е л я ю т к о л о р и м е т р и ч е с к и м и 
м е т о д а м и , а также по п о г л о щ е н и ю в У Ф - с в е т е ( с м . в ь ш е ) . 
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4 . 6 . 4 . 1 . К О Л О Р И М Е Т Р И Ч Е С К И Й М Е Т О Д 
С И С П О Л Ь З О В А Н И Е М Р Е А К Т И В А Ф О Л И Н А - Л Е Н И С А 
М е т о д п о з в о л я е т о п р е д е л я т ь с о д е р ж а н и е фенолов в о б щ е м 
экстракте и индивидуальных фракциях. 
Р е а к т и в Ф о л и н а - Д е н и с а . В о л ь ф р а м а т н а т р и я N a 2 W 0 4 
2Н2О (100 г) с м е ш и в а ю т с ф о с ф о р н о м о л и б д е н о в о й к и с л о т о й 
(20 г ) , 85%-ной Н3РО4 (50 мл) и д и с т и л л и р о в а н н о й в о д о й (750 мл) . 
С м е с ь кипятят в к р у г л о д о н н о й к о л б е , с о е д и н е н н о й с о б р а т н ы м 
холодильником, на песчаной бане 2 ч, ф и л ь т р у ю т и р а з б а в л я ю т 
водой д о 1 л. 
Х о д р а б о т ы . А л и к в о т н у ю ч а с т ь а н а л и з и р у е м о г о р а с т в о р а , 
с о д е р ж а щ у ю не б о л е е 0,5 мл м е т а н о л а или э т а н о л а , переносят 
в м е р н у ю п р о б и р к у на 10 мл. Д о б а в л я ю т д и с т и л л и р о в а н н у ю 
в о д у д о 7 мл, п е р е м е ш и в а ю т и вносят 0,5 мл реактива Фолина-
Лениса , С о д е р ж и м о е пробирки п е р е м е ш и в а ю т и т о ч н о через 
3 мин д о б а в л я ю т 1 мл насыщенного р а с т в о р а N a 2 C 0 3 . О б ъ ­
ем с м е с и д о в о д я т в о д о й до 10 мл, п е р е м е ш и в а ю т . Ч е р е з ч а с 
и з м е р я ю т о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь при 7 2 5 - 7 3 0 нм. В с л у ч а е по­
явления о с а д к а или м у т и р а с т в о р п е р е д к о л о р и м е т р и р о в а н и е м 
ф и л ь т р у ю т или ц е н т р и ф у г и р у ю т . 
Лля п о с т р о е н и я к а л и б р о в о ч н о й кривой и с п о л ь з у ю т чистый 
реактив г а л л о в о й к и с л о т ы . При анализе с у м м а р н ы х экстрак ­
тов с л е д у е т у ч и т ы в а т ь , что с реактивом Ф о л и н а - Л е н и с а взаи­
м о д е й с т в у ю т а р о м а т и ч е с к и е а м и н о к и с л о т ы и н е к о т о р ы е д р у г и е 
B e n i e c T B a . 
4 . 6 . 4 . 2 . О П Р Е Д Е Л Е Н И Е С О Л Е Р Ж А Н И Я 
Л Е Й К О А Н Т О Ц И А Н О В И К А Т Е Х И Н О В 
Н е п р о д о л ж и т е л ь н о е нагревание с п и р т о в ы х или в о д н о - с п и р ­
товых р а с т в о р о в лейкоантоцианов с с о л я н о й к и с л о т о й приво ­
дит к их п р е в р а щ е н и ю в окрашенные антоцианы. С о л и железа 
с п о с о б с т в у ю т б о л е е полному протеканию реакции. 
Р е а к т и в ы . Р а с т в о р ! : с м е ш и в а ю т 2 о б ъ е м а концентрирован­
ной соляной к и с л о т ы и 3 о б ъ е м а н -бутанола . Р а с т в о р 2: 77 г 
F e S 0 4 ^ I b O р а с т в о р я ю т в 100 мл р а с т в о р а 1. С м е ш и в а ю т 80 .мл 
р а с т в о р а 1 и 20 мл р а с т в о р а 2. 
Х о д р а б о т ы . К 0,5 мл э к с т р а к т а п р и л и в а ю т 5 мл получен­
ного реактива. П р о б и р к у з а к р ы в а ю т п р о б к о й с о шлифом и на­
г р е в а ю т на кипящей водяной бане 15 .мин. П о с л е охлаждения 
измеряют о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь при 525 - 5 5 0 нм. В к а ч е с т в е 
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станларта и с п о л ь з у ю т р а с т в о р о ч и щ е н н о г о антоциана , х а р а к ­
терного д л я и с с л е д у е м о г о о б ъ е к т а . 
Цветная реакция к а т е х и н о в и лейкоантоцианов с в а н и л и н о м 
(см. 4.6.3.1) и с п о л ь з у е т с я для их к о л и ч е с т в е н н о г о о п р е д е л е н и я . 
Реактивы. 1%-ный р а с т в о р ванилина в НС! ( п л о т н о с т ь 
1,19 г / с м ^ ) ; р а с т в о р катехина (0 ,5 м г / м л ) в 80%-ном э т а н о л е , 
в с т р я х и в а ю т 20 мин. 
Х о д р а б о т ы . К 1 мл э к с т р а к т а , с п и р т о в о г о или в о д н о г о , д о ­
б а в л я ю т 5 мл р а с т в о р а ванилина в с о л я н о й к и с л о т е и п е р е м е ш и ­
вают . Ч е р е з 20 мин о п р е д е л я ю т о п т и ч е с к у ю п л о т н о с т ь р а с т в о ­
ра с п о м о щ ь ю Ф Э К ' а при з е л е н о м с в е т о ф и л ь т р е или с п е к т р о ­
ф о т о м е т р а при 5 0 0 - 5 2 0 нм. В к а ч е с т в е с т а н д а р т а и с п о л ь з у ю т 
р а с т в о р катехина. 
М е т о д п р и г о д е н для к о л и ч е с т в е н н о г о определения г и д р о л и -
зуемых д у б и л ь н ы х в е щ е с т в к а т е х и н о в о г о ряда. 
4 . 6 . 5 . К о л и ч е с т в е н н о е определение 
д у б и л ь н ы х веществ 
Дубильные вещества, или таннины о б р а з у ю т с белком кожи 
коллагеном п р о ч н ы е поперечно - связанные с т р у к т у р ы , д е л а ю ­
щие кожу в о д о н е п р о н и ц а е м о й и не подверженной гниению. Д у ­
бильные в е щ е с т в а д е л я т на г и д р о л и з у е м ы е и конденсирован­
ные. Г и д р о л и з у е м ы е таннины с о д е р ж а т гликозидные и с л о ж н о -
эфирные связи . Б е н з о л ь н ы е я д р а у них соединены ч е р е з а т о м ы 
к и с л о р о д а . И з в е с т н ы таннины г а л л о в о й и гек сагидр о к сидиф е -
новой ( э л а г о в о й ) кислот , у к о т о р ы х к одной м о л е к у л е г л ю к о ­
зы или д р у г о г о с а х а р а присоединены пять и б о л е е о с т а т к о в с о ­
о т в е т с т в у ю щ е й ф е н о л о к и с л о т ы . Конденсированные д у б и л ь н ы е 
в е щ е с т в а при нагревании у п л о т н я ю т с я с о б р а з о в а н и е м в ы с о к о -
полимерных ф л о б а ф е н о в . К о н д е н с и р о в а н н ы е д у б и л ь н ы е веще­
с т в а я в л я ю т с я п о л и м е р а м и катехинов и лейкоантоцианов , бен­
зольные я д р а к о т о р ы х связаны через у г л е р о д н ы е атомы. 
Д у б и л ь н ы е в е щ е с т в а и м е ю т с я в клеточном соке различных 
о р г а н о в и тканей растений. В ы с о к о е с о д е р ж а н и е э т и х соеди ­
нений о б н а р у ж е н о в к о р е д е р е в ь е в , л и с т о в ы х галлах , в корнях 
растений. 
Таннины — аморфные в е щ е с т в а с е р о г о или ж е л т о г о цвета, 
р а с т в о р и м ы е в воде , ацетоне и спирте , на в о з д у х е о к и с л я ю т ­
ся в те .мно-коричневые п р о д у к т ы . Таннины о б р а з у ю т осадки с 
кожны.м ( г о л ь е в ы м ) порошко.м, желатиной , полиамидами, алка-
187 
лоидами , тяжелыми м е т а л л а м и . С в о й с т в о о б р а з о в ы в а т ь о с а д ­
ки и с п о л ь з у ю т для к а ч е с т в е н н о г о и к о л и ч е с т в е н н о г о анализа 
д у б и л ь н ы х в е щ е с т в . М н о г и е х и м и ч е с к и е реакции таннинов, ве­
д у щ и е к о к и с л е н и ю реагентов , о б р а з о в а н и ю цветных продук­
т о в , в о с н о в н о м с о в п а д а ю т с аналогичными реакциями м о н о м е р -
иых фенолов . С у щ е с т в у е т м н о ж е с т в о м е т о д о в к о л и ч е с т в е н н о г о 
определения д у б и л ь н ы х в е щ е с т в . 
4 . 6 . 5 . 1 . О П Р Е Д Е Л Е Н И Е Д У Б И Л Ь Н Ы Х В Е Щ Е С Т В 
О С А Ж Д Е Н И Е М Ж Е Л А Т И Н О Й 
К л а с с и ч е с к и й м е т о д о с а ж д е н и я таннинов кожным п о р о ш к о м 
не в с е г д а д а е т т о ч н ы е р е з у л ь т а т ы , так как н а р я д у с таннина-
ми о с а ж д а е т с я ч а с т ь н е д у б и л ь н ы х в е щ е с т в — ф е н о л о к с и к и с л о т , 
органических к и с л о т и д р . Ж е л а т и н а , примененная в м е т о д е 
П. А . Я к и м а и Г. В. К у р ш а к о в о й ( 1 9 6 1 ) , б о л е е и з б и р а т е л ь н о свя ­
зывает таннины. Однако если с о д е р ж а н и е г а л л о в о й к и с л о т ы в 
э к с т р а к т е превышает 12%, п р о и с х о д и т ее ч а с т и ч н о е связывание 
с желатиной . 
П р и н ц и п метода. Д у б и л ь н ы е в е щ е с т в а э к с т р а г и р у ю т ди­
с т и л л и р о в а н н о й в о д о й , х о л о д н о й , затем г о р я ч е й , и т и т р у ю т 
р а с т в о р о м желатины известной концентрации. 
Реактивы. 0,4%-ный р а с т в о р таннина: 1 г ч и с т о г о фарма­
ц е в т и ч е с к о г о таннина р а с т в о р я ю т в теплой д и с т и л л и р о в а н н о й 
воде , р а с т в о р о х л а ж д а ю т и д о в о д я т его о б ъ е м д о 250 мл. 
0,5%-ный р а с т в о р желатины: 2,5 г измельченной пищевой же ­
латины з а л и в а ю т 50 мл х о л о д н о й д и с т и л л и р о в а н н о й в о д ы на 
30 мин для набухания; в о д у с л и в а ю т , желатину р а с т в о р я ю т в 
нагретой д о 45*С воде ; р а с т в о р п е р е н о с я т в к о л б у на 500 мл, ту ­
д а же в н о с я т 50 г N a C l , р а с т в о р о х л а ж д а ю т , д о в о д я т его о б ъ е м 
д о метки, в з б а л т ы в а ю т , ф и л ь т р у ю т через с к л а д ч а т ы й фильтр . 
Р а с т в о р хранят в холодильнике 5 - 7 дней. П е р е д у п о т р е б л е н и ­
ем р а с т в о р н а г р е в а ю т д о 40^С на в о д я н о й бане и о х л а ж д а ю т . 
Х о д работы. 2 г измельченного с у х о г о м а т е р и а л а ( к о р а де ­
рева) з а л и в а ю т на ночь 40 мл д и с т и л л и р о в а н н о й воды. Н а с т о й 
ф и л ь т р у ю т через д в а слоя марли в м е р н у ю к о л б у на 250 мл. М а ­
териал з а л и в а ю т 30 мл в о д ы , н а г р е т о й д о 50^С и с т а в я т на в о ­
д я н у ю б а н ю на 20 мин, п о д д е р ж и в а я ту же т е м п е р а т у р у . Ж и д ­
кость с л и в а ю т в к о л б у . М а т е р и а л з а л и в а ю т в о д о й , н а г р е т о й 
до 7 0 4 J , и н а с т а и в а ю т 20 мин при э т о й т е м п е р а т у р е на в о д я н о й 
бане. П р о ц е д у р у п р о в о д я т д в а ж д ы . З а т е м м а т е р и а л з а л и в а ю т 
кипящей водой и кипятят на в о д я н о й бане . О п е р а ц и ю выпол-
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няют н е с к о л ь к о р а з , д о п о л н о г о извлечения таннинов . П о л н о ­
ту извлечения п р о в е р я ю т , д о б а в л я я к п р о б е 2 капли ж е л а т и н ы . 
Если д у б и л ь н ы х в е щ е с т в нет , м у т ь не п о я в л я е т с я . 
У с т а н а в л и в а ю т т и т р ж е л а т и н ы по таннину. В пять п р о б и р о к 
наливают по 5 мл 0 ,4%-ного р а с т в о р а таннина и п р и б а в л я ю т в 
них 1, 2, 3, 4, 5 мл р а с т в о р а желатины. П р о б и р к и з а к р ы в а ю т 
пробками и в с т р я х и в а ю т 3 мин. О с а д к и ж е л а т и н - т а н н а т о в о т ­
ф и л ь т р о в ы в а ю т в ч и с т ы е п р о б и р к и ч е р е з б у м а ж н ы е ф и л ь т р ы . 
Фильтраты п р о с м а т р и в а ю т в п р о х о д я щ е м с в е т е . В п р о з р а ч ­
ных р а с т в о р а х е с т ь таннин, в м у т н ы х — и з б ы т о к ж е л а т и н ы . В 
прозрачные р а с т в о р ы д о б а в л я ю т по 2 капли ж е л а т и н ы и с н о ­
ва с м о т р я т в п р о х о д я щ е м с в е т е . О т м е ч а ю т ф и л ь т р а т , к о т о р ы й 
от д о б а в л е н и я ж е л а т и н ы не п о м у т н е л , с о о т в е т с т в е н н о в нем нет 
таннинов. Е с л и э т о ф и л ь т р а т из пятой п р о б и р к и , т о полное 
осаждение таннинов б ы л о д о с т и г н у т о м е ж д у ч е т в е р т ы м и пя­
тым р а с т в о р а м и . Б е р у т еще ч е т ы р е п р о б и р к и и в них п р о в о д я т 
б о л е е д р о б н ы й анализ . К 5 мл р а с т в о р а таннина п р и л и в а ю т 
4,2, 4,4, 4,6 и 4,8 мл р а с т в о р а желатины, п е р е м е ш и в а ю т , филь­
т р у ю т , д о б а в л я ю т 2 капли ж е л а т и н ы и о ц е н и в а ю т п р о з р а ч н о с т ь 
р а с т в о р о в . Н а х о д я т границу п р о з р а ч н о с т и , например , р а с т в о ­
ры с 4,4 и 4,6 мл ж е л а т и н ы . В ч и с т у ю п р о б и р к у с 5 мл тан­
нина д о б а в л я ю т 4,5 мл ж е л а т и н ы , п е р е м е ш и в а ю т , ф и л ь т р у ю т , 
д о б а в л я ю т 2 капли ж е л а т и н ы . Е с л и р а с т в о р о с т а л с я п р о з р а ч ­
ным, т о 4,5 мл — о б ъ е м р а с т в о р а желатины, н е о б х о д и м ы й для 
связывания 5 мл р а с т в о р а таннина. Е с л и н а б л ю д а е т с я слабгия 
опалесценция, т о и с к о м ы й о б ъ е м — 4,6 мл. 
Т и т р р а с т в о р а ж е л а т и н ы в ы р а ж а ю т в г р а м м а х таннина. Оп­
р е д е л я ю т с у х о й о с т а т о к 5 мл р а с т в о р а таннина, например 0,019 г. 
С т а н д а р т н ы м м е т о д о м ( с кожным п о р о ш к о м ) о п р е д е л я ю т с о ­
держание таннина в п р е п а р а т е — 9 5 % . С л е д о в а т е л ь н о в 5 мл 
р а с т в о р а — 0 , 0 1 8 1 г таннина. Т и т р р а с т в о р а желатины равен: 
0 , 0 1 8 1 : 4, 6 = 0 ,00398 ( г ) . 
Л а л е е а н а л и з и р у ю т опытный материал . Х о д анализа с о о т ­
в е т с т в у е т о п и с а н н о м у выше. У с т а н а в л и в а ю т с т о ч н о с т ь ю д о 
0,1 мл о б ъ е м р а с т в о р а желатины, н е о б х о д и м ы й для осаждения 
д у б и л ь н ы х в е щ е с т в из 5 мл р а с т в о р а . П о л у ч е н н у ю величину 
у м н о ж а ю т на значение т и т р а и р а с с ч и т ы в а ю т с о д е р ж а н и е тан­
нинов в процентах на с у х о й вес . 
Если р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л беден д у б и л ь н ы м и в е щ е с т в а ­
ми, то д о б а в л я е м ы е о б ъ е м ы р а с т в о р а желатины у м е н ь ш а ю т д о 
д о л е й м и л л и л и т р а . 
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4 . 6 . 5 . 2 . О П Р Е Д Е Л Е Н И Е Л У Б И Л Ь Н Ы Х В Е Щ Е С Т В 
П О К О Л И Ч Е С Т В У Б Е Л К А 
В Т А Н Н И Н - Б Е Л К О В О М К О М П Л Е К С Е 
Таннины о б р а з у ю т комплексы с б е л к а м и р а з л и ч н о г о проис ­
хождения, они с п о с о б н ы о с а ж д а т ь бычий с ы в о р о т о ч н ы й аль­
бумин ( Б С А ) . По к о л и ч е с т в у о с а ж д е н н о г о белка можно оце­
нить с о д е р ж а н и е д у б и л ь н ы х в е щ е с т в в и с с л е д у е м о м материале . 
Один из современных п о д х о д о в с о с т о и т в анализе количества 
а м и н о к и с л о т ниигидриновым м е т о д о м п о с л е щ е л о ч н о г о гидро ­
лиза таннин-белкового комплекса . М е т о д Х . П . С . Маккара и 
с о т р . (1987) п о з в о л я е т о п р е д е л и т ь м а л ы е к о л и ч е с т в а д у б и л ь ­
ных в е щ е с т в . П р и с у т с т в и е д р у г и х фенольных соединений не 
мешает о п р е д е л е н и ю таннинов по э т о м у м е т о д у . 
П р и н ц и п м е т о д а . Л у б и л ь н ы е в е щ е с т в а и з в л е к а ю т водным 
р а с т в о р о м э т а н о л а . О п р е д е л я ю т их с о д е р ж а н и е на основании 
измерения к о л и ч е с т в а белка в таннин-белково.м комплексе с ин-
гидриновым реактивом п о с л е щ е л о ч н о г о г и д р о л и з а . 
О б о р у д о в а н и е и р е а к т и в ы . Т е р м о с т а т , водяная баня, цен­
т р и ф у г а на 5000 д. 
Водный р а с т в о р Б С А (4 мг / .мл) ; р а с т в о р Б С А ( 1 м г / м л ) в 
б у ф е р е : 0,2 М ацетатный б у ф е р (рН 5,0) . с о д е р ж а щ и й 0,17 М 
N a C l ; 13,5 н. р а с т в о р N a O H ; ледяная у к с у с н а я кислота ; нин-
гидриновый реактив ; р а с т в о р таннина или танниновой кислоты 
(2 м г / м л ) в 50%-ном водном э т а н о л е или метаноле . 
Х о д р а б о т ы . Лля построения к а л и б р о в о ч н о й кривой опре­
деления Б С А с ниигидриновым реактивом п р о в о д я т щелочной 
гидролиз белка. В пробирки в н о с я т 0,2 - 2 мг Б С А в 50 - 500 мкл 
в о д н о г о р а с т в о р а . Р а с т в о р ы в ы с у ш и в а ю т в т е р м о с т а т е при 
100^(J. К в ы с у ш е н н о м у белку д о б а в л я ю т 0,6 .мл 13,5 н. рас ­
т в о р а N a O H и п о м е щ а ю т в т е р м о с т а т с т е м п е р а т у р о й 120^С на 
20 мин. Г и д р о л и з .можно п р о в о д и т ь в автоклаве под давлением 
1,054 кг / см^ 20 мин при 121*^С. П р о б и р к и о х л а ж д а ю т и д о б а в л я ­
ю т 1 мл ледяной у к с у с н о й к и с л о т ы по каплям для нейтрализа­
ции щелочи . О т б и р а ю т по 0,1 мл к а ж д о г о о б р а з ц а и с м е ш и в а ю т 
с 1 мл нингидринового реактива. П р о б и р к и , з а к р ы т ы е стеклян-
ны.ми шариками, п о м е щ а ю т на 20 мин в кипящую в о д н у ю баню. 
После охлаждения д о б а в л я ю т 5 мл в о д ы , п ( :ррмешивают и из­
м е р я ю т поглощение при 570 нм. 
Л а л е е о п р е д е л я ю т зависи.мость м е ж д у к о л и ч е с т в а м и белка 
и таннина в таниии-бслковом комплексе , о с а ж д а е м о м из рас-
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т в о р о в и з в е с т н о й концентрации. В центрифужных стеклянных 
п р о б и р к а х с м е ш и в а ю т 2 мл р а с т в о р а Б С А ( 1 м г / л ) в ацетат­
ном б у ф е р е и 0 , 2 - 1 , 2 мг ( 0 , 1 - 0 , 6 мл) тант.ина в 50%-ном этано ­
ле. О б щ и й о б ъ е м с м е с и д о в о д я т б у ф е р о м д о 3 мл. С о д е р ж и -
.мое п р о б и р о к о с т о р о ж н о п е р е м е ш и в а ю т и о с т а в л я ю т на 15 мин 
при к о м н а т н о й т е м п е р а т у р е . З а т е м ц е н т р и ф у г и р у ю т при 5000 д 
20 мин. С у п е р н а т а н т о т б р а с ы в а ю т , о с а д о к дважды п р о м ы в а ю т 
ацетатным б у ф е р о м с N a C l и ц е н т р и ф у г и р у ю т . К осадку таннин-
б е л к о в о г о к о м п л е к с а д о б а в л я ю т 0,6 мл 13,5 н. N a O H и п р о в о д я т 
г и д р о л и з , как о п и с а н о выше . С т р о я т график з а в и с и м о с т и ме­
жду с о д е р ж а н и е м белка и таннина в комплексе . По о с и а б с ц и с с 
о т к л а д ы в а ю т к о л и ч е с т в о таннина, м и л л и г р а м м ы , по о с и орди­
н а т — к о л и ч е с т в о Б С А , м и л л и г р а м м ы . 
Л л я п о л у ч е н и я г р у б о г о э к с т р а к т а д у б и л ь н ы х веществ 5 0 -
100 мг и з м е л ь ч е н н о г о с у х о г о р а с т и т е л ь н о г о м а т е р и а л а (напри­
мер , л и с т ь е в д у б а ) о б е з ж и р и в а ю т с п о м о щ ь ю 5 мл д и э т и л о в о -
го э ф и р а в течение 15 мин. Э ф и р н ы й э к с т р а к т о т б р а с ы в а ю т . 
Таннины и з в л е к а ю т из о с т а т к а 5 мл м е т и л о в о г о или э т и л о в о г о 
с п и р т а в течение 15 мин. О с а д о к о т д е л я ю т центрифугировани­
ем при 1 2 тыс .р . П р о ц е д у р у п р о в о д я т д в а раза. О б ъ е д и н е н ­
ные с п и р т о в ы е э к с т р а к т ы у п а р и в а ю т под в а к у у м о м и о с т а т о к 
р а с т в о р я ю т в 1 мл 50%-ного э т а н о л а . К 0 , 2 - 0 , 5 мл э к с т р а к т а 
д о б а в л я ю т 2 мл р а с т в о р а Б С А в ацетатно.м буфере и п р о в о д я т 
анализ, как описано выше, для р а с т в о р а таннина. 
4.6 .6 . Определение лигнина 
j7m2wuw- т р е х м е р н ы й п о л и м е р феиольной природы с молеку ­
лярной м а с с о й о к о л о 10 т ы с . И с х о д н ы м и фенольными соедине­
ниями для б и о с и н т е з а лигнина с л у ж а т п-оксикоричный, конифе-
риловый и синаповый с п и р т ы . Лигнин, п р е д с т а в л я ю щ и й с о б о й 
а м о р ф н о е в е щ е с т в о , с о д е р ж и т с я в одревесневших р а с т и т е л ь ­
ных тканях , где занимает п р о с т р а н с т в о между целлюлозными 
ф и б р и л л а м и . С о д е р ж а н и е лигнина в д р е в е с и н е хвойных дере ­
вьев ( 2 6 - 3 0 % ) выше, чем у лиственных п о р о д (20 - 2 2 % ) . У всех 
о с т а л ь н ы х растений с о д е р ж а н и е лигнина б о л е е низкое. Лигни­
на пет Б .мягких и очень с о ч н ы х т р а в а х , клубнях картофеля, во 
мхах и хвощах . 
Лигнин т е р м о п л а с т и ч е н , очень мало рас гворим в воде и орга -
нически.ч р а с т в о р и т е л я х ( 5 - 1 0 % ) , у с т о й ч и в к д е й с т в и ю кислот , 
почти не р а с т в о р я е т с я в крепкой серной кислоте . П о с л е о б р а ­
ботки д р е в е с и н ы 75%)-ной серьюй кислотой лигнин о с т а е т с я в 
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виде черно-коричневого осадка, тогда как все остальные компо­
ненты сжигаются. Лигнин может быть переведен в растворимое 
состояние обработкой растительного материала сернистой ки­
слотой, бисульфитом натрия, горячей щелочью. Эти свойства 
используются для отделения лигнина от других веществ и его 
количественного определения. 
П р и н ц и п метода. Лигнин отделяют от сопутствующих ве­
ществ последовательной обработкой растительной ткани 1 % -
ной уксусной кислотой (для удаления Сахаров, органических 
кислот и других водорастворимых веществ), ацетоном или сме­
сью этанола и эфира (для удаления липидов, хлорофилла и 
других веществ, растворимых в органических растворителях) 
и 72%-ной серной кислотой (для удаления целлюлозы и геми­
целлюлоз). Лигнин полностью окисляется бихроматом калия в 
присутствии серной кислоты. Избыток бихромата определяют 
титрованием солью Мора или иодометрическим способом. 
Оборудование и реактивы. Настольная центрифуга со сте­
клянными пробирками, электрическая плитка, ареометр. 
1%-ная уксусная кислота; 72%-ная серная кислота (смешива­
ют 700 мл воды и 170 мл концентрированной H 2 S O 4 , охлажда­
ют, измеряют ареометром плотность и подводят ее к значению 
1,63 г/см^); бихроматный реактив (25 г К2СГ2О7 растворяют в 
250 мл дистиллированной воды и приливают 800 мл концентри­
рованной H 2 S O 4 с плотностью 1,81 г/см^, хранят в темноте); 
0,1 н. раствор соли Мора (40 г соли ( N H 4 )2S04 • F e S 0 4 • 6Н2О 
растворяют в 400 мл дистиллированной воды, добавляют 20 мл 
концентрированной H 2 S O 4 и доливают воды до 1 л, перемешива­
ют, хранят неделю; нормальность проверяют по 0,1 н, раствору 
бихромата калия: к 25 мл 0,1 н. К2СГ2О7 добавляют 5 мл концен­
трированной H 2 S O 4 , 3 - 5 капель фенилантрониловой кислоты и 
титруют раствором соли Мора до зеленой окраски); 0,2%-ная 
фенилантрониловая кислота (0,1 г CeHs - NH - С6Н4СООН рас­
тирают в ступке с 5 мл 0,1 н. N a O H , доводят водой до 50 мл и 
хранят в темной склянке), 10%-ный раствор ВаСЬ-
Х о д работы. Навески ткани ( 0 , 0 5 - 0 , 1 г измельченных сухих 
листьев, стеблей,соломы) помещают в центрифужные пробирки 
и заливают 10 мл 1%-ной уксусной кислоты. Если используют 
свежую растительную ткань, то 0 , 2 - 0 , 5 г материала растирают 
в ступке с 5 мл 1%-ной уксусной кислоты и переносят в пробир­
ку, смывая остаток небольшими порциями кислоты. Содержи­
мое пробирок помешивают 5 мин и центрифугируют 5 мин при 
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1000 д. О с а д к и п р о м ы в а ю т 5 мл 1%-ной у к с у с н о й к и с л о т ы , пе­
р е о с а ж д а ю т . З а т е м осадки п р о м ы в а ю т три раза ацетоном или 
с м е с ь ю э т а н о л а с д и э т и л о в ы м э ф и р о м (1:1) порциями по 4 мл, 
настаивая 3 мин при помешивании, и ц е н т р и ф у г и р у ю т . О с а ­
док р а с п р е д е л я ю т по стенкам пробирки , ч т о б ы и з б е ж а т ь вы­
б р а с ы в а н и я , п р о б и р к и п о м е щ а ю т в г о р я ч у ю в о д я н у ю б а н ю на 
5 - 1 0 мин ло п о л н о г о в ы с ы х а н и я о с а д к о в . 
Л а л е е в п р о б и р к и п р и л и в а ю т по 3 мл 72%-ной серной кисло ­
ты, о садки р а з м е ш и в а ю т стеклянной палочкой и о с т а в л я ю т на 
ночь при к о м н а т н о й т е м п е р а т у р е . Затем в пробирки наливают 
по 10 мл д и с т и л л и р о в а н н о й в о д ы и п о м е щ а ю т их в кипящую во ­
д я н у ю б а н ю на 5 мин. П о с л е охлаждения п р о б в них д о б а в л я ю т 
5 мл в о д ы и 0,5 мл 10%-ного р а с т в о р а ВаСЬ- Выпадает о с а д о к 
B a S 0 4 , к о т о р ы й у в л е к а е т лигнин и о б л е г ч а е т центрифугирова­
ние и у д а л е н и е н а д о с а д о ч н о й жидкости . П р о б ы центрифугиру­
ю т , н а д о с а д о ч н у ю ж и д к о с т ь с л и в а ю т по стеклянной палочке. 
Осадки п р о м ы в а ю т д в у м я порциями воды по 10 мл, тщательно 
перемешивая . 
К о с а д к у лигнина д о б а в л я ю т 10 мл 0,5 н. р а с т в о р а бихро ­
мата калия в с е р н о й к и с л о т е и п о м е щ а ю т пробирки в кипящую 
в о д я н у ю б а н ю на 15 мин, периодически помешивая. П р о б и р к и 
о х л а ж д а ю т и п е р е н о с я т их с о д е р ж и м о е в колбы для титрования, 
смывая о с а д о к 1 5 - 2 0 мл воды. Л о б а в л я ю т ло 4 - 5 капель фе-
н и л а н т р о н и л о в о й к и с л о т ы и и з б ы т о к б и х р о м а т а т и т р у ю т 0,1 н. 
р а с т в о р о м с о л и М о р а д о п е р е х о д а окраски с о д е р ж и м о г о колб 
от в и ш н е в о - ф и о л е т о в о й в з е л е н у ю . В контрольной п р о б е вместо 
о п ы т н о г о р а с т в о р а и с п о л ь з у ю т д и с т и л л и р о в а н н у ю воду . 
С о д е р ж а н и е лигнина в процентах на с у х о й вес в ы ч и с л я ю т по 
ф о р м у л е : 
н 
где а, б — о б ъ е м ы р а с т в о р а соли М о р а , затраченные на ти­
трование б и х р о м а т а в к о н т р о л ь н о й и опытной п р о б е с о о т в е т ­
ственно ( м л ) , .V — н о р м а л ь н о с т ь т и т р о в а н н о г о р а с т в о р а соли 
М о р а , И - - навеска и с с л е д у е м о г о материала (.мг), 4,33 — грамм-
эквивале1гг лигнина, установленный при определении р а с х о д а 
б и х р о м а т а калия на окисление препарата лигнина из с теблей 
льна. 
1 9 3 
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